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PROMOTEUR VEGETAL, MICROORGANISMES ET CELLULES VEGETALES CONTENANT UNE 
UNITE D v EXPRESSION D'UNE PROTEINE D*INTERET COMPRENANT LEDIT PROMOTEUR 

La pr£sente invention a pour objet un nouveau promo teur v6g6tal et 
les microorganismes et cellules v6g6 tales contenant une unite 
5 d' expression d'une prot6ine d'int6r£t comprenant ledit promo teur. L 
promoteur selon l 1 invention est un promoteur constitutif fort permettant 
une expression de ladite protfeine dans les microorganismes et Is 
cellules v6g6tales quelque soit le stade de d§veloppement du v6g6tal. 

De plus, le promoteur selon 1 • invention trouve une applicati n 

10 particulidre dans le domaine de la protection des v6g6taux par g6ni 
g£n£tique et notamment celui de la defense des plantes en fetat de stress. 

Au cours des dernidres ann6es, les applications de la 
transformation des v6g6taux se sont multipliftes. De nombreux g6n s 
d'origine procaryote ou eucaryote ( animal e ou v£g6tale) codant notamment 

15 pour des prolines conf£rant lors de leur expression un caractdre 
agronomique nouveau, ont 6t6 isol6s puis transf6r6s aux plantes. 

Dans de tr6s nombreux cas, les gdnes qui ont 6t6 introduits par 
g£nie g6n6tique dans les plantes, sont chimferiques, associant des 
61£ments de regulation de diffferentes origines. C'est ainsi que tr6s 

20 souvent le g6ne codant pour une prot6ine d*int6r6t est placfe sous 1 
contrOle d'tin promoteur constitutif fort permettant une expression de 
ladite prot6ine dans toute la plante (ou la majeure partie de celle-ci) 
durant toute sa vie, quel que soit le stade de d6veloppement. Le 
promoteur du transcrit 35S du virus de la mosaXque du choux-fleur (35S 

25 CaMV), le plus utilisfe dans les constructions de g&nes chimferiquee, 
correspond k cette description. 

Or pour un certain nombre d ' applications , il n'est pas n6cessaire 
que le g6ne codant pour la prot6ine d'int6r6t, support du caractdre 
agronomique, ait une expression continue ou r6partie dans toute la 

30 plante. De telles caractgristiques peuvent mfime dans certains cas 
amoindrir ou annuler les effets b£n6fiques du g&ne transf6r£. En effet, 
1' expression continue A un niveau 61ev6 d'une prot£ine peut d6tourner une 
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partie du mgtabolisme vers cette expr ssion, et final ment entralner line 
pert de rendement. 

Tr6s t6t, la recherche d'une expression ggnique plus sp6cifique a 
6t6 engage ; elle a conduit par exemple k isoler des promoteurs tissus- 
5 ou organes-spfecifiques, 

II peut fetre int£ressant d'induire 1* expression d'un g£ne donn6 
uniquement dans une situation precise, ou mieux d 9 assurer un niveau 
d 9 expression de base tout au long de la vie d'un v6g6tal t tout en 
permettant la surexpression du ggne dans une situation donnfee. 
10 Plusieurs promoteurs inductibles ont d6j& 6t6 d6crits, certains 

rgpondant k la fois k 1* infection par des microorganismes pathog&nes et k 
des composes chimlques ou des hormones v6g6 tales comme l'6thyldne (Roby 
et al, 1990, Plant Cell 2, 999) ou l 9 auxine. 

Un promoteur v£g6tal isol6 du tabac a 6t6 d6crit par Takahashi t 
15 al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA. 1990, 87, 8013-8016. 

Ces auteurs, dans une autre publication pr6cisent que ce promoteur 
ne r6agit spgcifiquement qu'aux auxines et non aux autres hormones ou aux 
stress (Takahashi et al. , The Plant Journal. 1991, 1(3), 327-332). 

La pr£sente invention a pour objet un promoteur, qui s'exprime k un 
20 niveau soutenu dans les diffferents organes et tissus d'un v6g6tal et n - 
tamment les racines et le mgristdme d'une plante et qui est trds 
fortement deductible dans les situations de stress, telles que no tamment 
aprds un choc thermique, une blessure, un choc hormonal, un eiiciteur 
blotique ou abiotique ou une infection bact6rienne, fongique ou virale. 
25 L 9 invention concerne 6galement les microorganismes (bact£ries) t 

les cellules v6g6 tales ayant int6gr6 une unit6 d* expression d'une 
proteine d 9 int6ret, ladite unit£ comprenant le promoteur selon 
1* invention. 

Elle a 6galement pour objet les v6g6taux ou parties de vfegfetaux 
30 ainsi que les sentences qui comprennent les cellules v6g6 tales d 
1 9 invention. 

Enfin, elle concerne aussi 1 9 utilisation d 9 un v6g£tal ou d'une 
partie d 9 un v6g6tal ci-dessus pour s61ectionner des molecules k activity 
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phytosanitaire susceptibles d f induire des reactions de defense naturelles 
des v6g6taux contre 1 s agressions d'organismes phytopathogdnes ou 
phytophages (champignons. bacteries, virus, insectes et nematodes). 

Le promo teur selon 1* invention comprend la sequence d'ADN (B) 
5 [SEQ ID NO : 4] ou une s6quence pr6sentant un degr6 d ' homologie 61ev6 
avec la sequence (B) . 

Selon une variante, le promoteur selon 1* invention comporte, en 
amont de la sequence (B) , une sequence (C) [SEQ ID NO : 5] ou un 
sequence presentant un degre d'homologie eieve avec la sequence (C) . 

10 Enfin, selon une variante pr6f6r6e de 1* invention, le promoteur de 

1* invention comporte, en amont de la sequence (B) , une sequence (D) 
[SEQ ID NO : 6] ou une sequence pr6sentant un degr6 d'homologie 61 v6 
avec la sequence (D) . 

Un degrfe d'homologie 61ev6 signifie ici une homologie (rapport 

15 entre les nucleotides identiques et le nombre total de nucleotides) d f au 
moins 70 %, et de preference d'au moins 80 %, des sequences d 
nucleotides, lorsqu'elles sont alignees d'aprfes l v homologie maximal , 
selon la m6thode d'alignement optimal des sequences de Needleman et 
Wunsch, 1970; J. Mol. Biol., 48. 443-453- Cette m6thode est notamment 

20 utilis6e dans le logiciel UWGCQ de I'Universite du Wisconsin : Devereux 
et al., 1984, Nucl. Ac. Res., 12, 387-395 - option GAP. 

Les elements nfecessaires au fonctionnement de ce promoteur t A 
1' expression de ses caracteristiques (facteurs transactivateurs , tc) 
sont presents dans d'autres vegetaux, dicotyl6dones ou monocotyledon s. 

25 Leur presence permet done 1' utilisation de ce promoteur dans de nombreux 
vegetaux cultiv6s, tela que notamment les plantes (tabac, pomme de terre, 
tomate, mais. tournesol, orge et colza) ou d'autres v6g6taux, tela qu 
les levures et les champignons. 

Toutes sequences d'ADN codant pour des proteines d'intergt peuvent 

30 etre placees sous le contrflle du promoteur selon 1* invention, en 
particulier des sequences codant pour des proteines qui permettent 
d' assurer la protection d'un v6g6tal, par exemple une plante contre les 
infections virales, bacteriennes ou fongiques et contre les autres 6tats 
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d stress* A titre d'exemples de tell s pro twines, on peut citer 
notamment les endochitinases de tomate- tabac, telles que cell dfecrlte 
dans EP-A-493 581 dont la sfequence codante est [SEQ ID NO : 16]. 

Le promo teur selon 1* invention a fetfe obtenu par criblage d'une 
5 banque gfenomique de tabac k l'aide d'une sonde d'ADN ay ant la sequence 
[SEQ ID NO : 1]. 

Un clone correspondent k la sfequence [SEQ ID NO : 1 ] a fetfe obtenu 
par screening diffferentiel de clones d' ADNc issus d'ARNm poly(A)*. 
spfecifiquement synthfetisfes au cours de 1* infection de feuilles de tabac 

10 Nicotiana tahacum par la souche de Pseudomonas solanacearum GMI 1000. 
Cette souche bactferienne est bien connue pour provoquer une reaction 
d'hypersensibilitfe sur le tabac de la varifetfe Bottom special. Act 
effet. on peut se rfefferer k l'ouvrage Message et al, 1978, Proc. 4th. 
Intl. Conf . of plant Pathogenic Bacteria pp. 823-833. Le clone con tenant 

15 la sfequence [SEQ ID NO : 1] sera dfenommfe ci-aprfes "clone 246". 

Le clone 246 a permis ensulte, par criblage d'une banque gfenomiqu 
de tabac d'isoler un clone, dfenommfe ci-aprfes clone 246 C [SEQ ID NO : 7], 
qui contient la sfequence d v ADN (D) [SEQ ID NO : 6], la sfequence d'ADN (C) 
[SEQ ID NO : 5 ]. la sfequence d'ADN (B) [SEQ ID NO : 4 ] et une sfequenc 

20 renfermant 2 cadres de lectures ouverts sfeparfes par un intron. 

Par association du promo teur (sfequences B+C+D) avec le gfene de la 
^-glucuronidase on a obtenu, selon le mode opferatoire dfecrit k la section 
9 ci-apr6s, le vecteur d* expression pSG 123. Le promoteur constitufe des 
sfequences B+C+D est appelfe promoteur 246C. 

2 5 Le vecteur d' expression pSG 123 a fetfe utilisfe pour tester 

1* expression trans itoi re dans des protoplastes de tabac, du gfene de la 
glucuronidase , lesdits protoplastes fetant mis en situation de stress s it 
par infection par Pseudomonas solanacearum soit par traitement k I'aide 
d'un feliciteur ou d'une hormone. 

30 A partir du vecteur d f expression pSG 123 on a prfeparfe, selon 1 

mode opferatoire dfecrit k la section 13, un vecteur d 1 expression stabl 
dans les cellules vfegfetales, le vecteur binaire pSG 246. 
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Ce vect ur binaire pSG 246 a 6t6 transf6r6 dans des cellules 
d* Agrobactevium time fac tens ou Agrobacterium rhizogenes, lesquelles nt 
6t6 utilises ensuite pour obtenir des plantes transgfeniques de tabac, de 
colza et de tournesol. Pour la transformation des tissus de 
5 monocotylfedones (orge et mals) le vecteur d 1 expression pSG 123 a 6t6 
utilisfe. On a 6tudi6 le comportement de ces plantes ou tissus en fetat d 
stress . 

Le promo teur selon 1* invention, comprenant la sfequence (B) . (C) et 
(D) a aussi fetfe assocife au gfene codant pour la chitinase tomate-tabac. 

10 Les gfenes chimferiques resultants ont fetfe utilisfes pour transformer des 
cellules d' Agrobactertwn. 

La sfequence d'ADN [SEQ ID NO : 1] peut alsfement fetre synthfetisfee 
selon les techniques bien connues de l'homme de mfetier (L.J. Mac PRIDE t 
H.M.CARUTHURS Tetrahydron letters (1983) vol. 24 : 2*»5) . 

1 5 L'fetude des plantes transgfeniques obtenues par transformation d 

plantes k l'aide de cellules d* Agrobactertwn obtenues ci-dessus a permis 
de mettre en Evidence I'activitfe promotrlce de base du promoteur s Ion 
1 f invention ainsi que la surexpression des protfeines d'intferfet 
(p-glucuronidase et chitinase) dans des situations de stress. 

20 Les r6sultats figurant dans la partie illustrative ci-aprfes 

montrent clairement que le promoteur selon 1 ? invention a une activity 
promotrice de base qui est fortement augment6e lorsque les plantes 
transgfeniques contenant ce promoteur et un gfene codant pour une prot6ine 
d'intferfet, sont placfees dans des conditions de stress : choc thermique, 

25 blessure, infection par des pathogfenes (champignons, bactferi s) t 
fellciteurs (biotiques et abiotiques). 

Par diffferentes dfelfetions du plasmide pSG 123, effectufees dans la 
rfegion 5* du promoteur & l'aide d* enzymes de restriction et/ou de la 
nuclease Exo3 on a mis en evidence les vecteurs pSG 251 et pSG 33 dont 

30 les sequences sont respectivement la sfequence (B) (pSG 33) 
[SEQ ID NO : 4 ] ou la sfequence (B) comportant en amont la sfequence (C) 
(pSG 251) [SEQ ID NO : 5]. 
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La visualisation aisee de 1' expression de la glucuronidase 
(Jefferson et al.. 1987. Plant Molec. Biol. Reporter, 5, 387) ou de sa 
surexpression dans le cas d'une induction du promo teur de I 1 invention, 
permet d'utiliser des plantes qui expriment ce g&ne chimerique pour la 
5 selection de molecules inductrices. 

Lies plantes poss&dent des m&canismes de defense aux agressions t 
notamment aux agressions parasitaires (champignons, bact£ries , virus u 
Insectes) ; ces mfecanismes dependant de phgnomgnes d' induction sont peu 
connus et se mettent souvent en place trop tardivement pour etre 
10 efficaces. Leur dfeclenchement precoce (Roby et al. t 1988, Physiol. Molec. 
Plant. Pathol., 33, 409) notamment par des composes de type eiiciteur 
dans des reactions en cascade permet & la plante de resister aux 
agressions . 

Des fongicides de seconde generation, actifs stir les defenses de la 
15 plante. tout en etant inactifs sur le parasite ont d6j& ete mis sur 1 
marche. _ 

Les plantes exprimant la glucuronidase, sous contrdle du promo teur 
de 1* invention, pr6cocement et sp6cifiquement induit lore d'une reaction 
d'hypersensibilite & une infection bacterienne, constituent un outil d 
20 choix pour seiectionner des molecules capables d'induire l 1 express! n ou 
la surexpression de g£ne de defense. 

L* invention sera mieux comprise & 1 9 aide de 1* expose ci-apr&s, 
divise en sections, qui comprend des resultats experimentaux et une 
discussion de ceux-ci. Certaines de ces sections concernent des 
25 experiences effectuees dans le but de realiser 1* Invention, d'autres des 
exemples de realisation de 1* invention, donn6s bien sOr & titre purement 
illustratif . 

Une grande partie de 1* ensemble des techniques ci-apr6s , bien 
connues de l'homme du metier, est exposfee en detail dans I'ouvrage de 
30 Sambrook et al. : "Molecular Cloning : a Laboratory manual" publife en 
1989 par les editions Cold Spring Harbor Press & New-York (26me editi n) . 
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Le materiel biologique (souches, phages, plasmides u plantes) 
utilise dans les sections ci-apr6s est disponible dans le commerce et/ u 
d6crit respectivement dans les documents ci-apr6s : 



5 - vecteur binaire pBIN 19 : 



10 



15 



20 



25 



30 



- vecteur 101. 3 : 



vecteur pBI 221 : 
vecteur pBI 121 : 
Souche Pseudomonaa so lanacearum 

GMI 1000 
Souche Pseudomonaa solanacearum 

GUI 1178 
Souche Paeudomonaa solanacearum 

K 60 

termlnateur N0S : 
vecteur pTZ 19R : 
souche B. colt MC1061 : 



souche E. eolt HB101 : 

souche Agrobacterium tumefaetens 



" souche Agrobacterium rhizogenes : 



BEVAN et al.. 1984, Nucl. Ac. 
Res., 12 f 8711-8721 ; obtenu 
auprds de Clontech (Palo Alto 
Calif ornie USA) 

JEFFERSON, 1987. Plant. Molec. 
Biol. Reporter 5, 387 - 405 
obtenu auprds de Clontech 



MESSAGE et al. , 1978, Proc. 4th 

Intl. Conf.of Plant Pathogenic 

Bacteria pp 823-833 
n 

tf 

M 
H 

terminateur nopaline synthas 
obtenu auprgs de Pharmacia 
MANIAT1S et al. . 1982, 
Molecular cloning : A 
laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor, New- York, obtenue auprds 
Clontech 

LBA4404 obtenue aupr&s de 
Clontech H0EKEMA et al., 1983, 
NATURE, 303, 179-180 ; 
pRIA/4 
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- plante Nicotiana tabacum 



5 - champignon Chalara elegans 



- champignon Alternaria brass icae : 



10 



- plante Nicotiana tabacum 



15 - plante Brassica napus 



20 



25 



30 



Vari6t6 Wisconsin Havana 
38 : SCHNEIDER M. , 1990 f 
Plant Molec, Biol., 14 » 
935-947 ; 

RAWLINGS R.E, 1940, Ann. 
Mo. Bot. Gdn., 27, 561- 
598 ; 

BAINS et TEWARI, 1987. 
Physiol. Mol. Plant. 
Pathol. 30 : 259 ; 
Vari6t6 Paraguay 49 
obtenue auprgs de 
l'Institut du tabac, 
Bergerac, Prance. 
vari£t£s de printemps 
Brutor et We star et 
lign£e d'hiver (lign6e de 
selection Rustic a Sentences) 
ACHARYA et al. t 1984, 
Can. J. Plant. Pathol, 6, 
325-328 

genotype 2603B (lignge de 
selection, Rustica sentences) 
lign&e LH 132 
variety GERBEL obtenue 
aupr&s de l'Institut 
National de la Recherche 
Agronomique (INRA) , 
Paris , France 



• Les souches GHI 1000 et K 60 peuvent fitre obtenues auprgs de la 
Collection Nationale des Bacteries Phytopathogdnes (CNBP) INRA, 
Pathologie V6g6tale, Rue Georges MOREL, 49070 BEAUC0UZE, FRANCE 



- pathog&ie Jthizoctonia Solant 

- plantes de tournesol : 

- male 2 

- orge : 
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- La souch GMI II78 p ut 6tre obtenue aupr^s d l'INRA, Pathol gie 
V6g6tale, Chemin de Borde-Rouge AUZEVILLE BP 27, 31326 CASTANET TOLOSAN 
C6dex, FRANCE 

Les abbreviations suivantes sont utilis6es dans les exemples ci- 
5 apr6s : 

32P-dCTP : d6oxycytidine 5 ' -32p- triphosphate commercialisG par AMERSHAM 
sous la r£f£rence 10205 • 

2 SSC : NaCI 0,3M, citrate trisodique 30 mM ; pH 7,0 (d6crit par MANIATIS 

et al. , op, cit. ) ; 
10 SDS : dod6cylsulfate de sodium ; 

FPLC : chromatographic liquide rapide de prot£ines 

PVDF : difluorure de polyvinyliddne ; 

EDTA : acide 6thyl6nediaminet6traac6tique 

DEPC : di6thylpyrocarbonate. 
15 NAD : nicotinamide adenine dinucl6otide 

La description ci-apr£s sera mieux comprise en se rapportant aux 

figures 1 & 3. 

La figure 1 repr6sente la cartographie du clone d*ADN g£nomique 
246C, 6tablie & I'aide des enzymes de restriction repr6sentfes. 

20 La figure 2 reprgsente 1 ' alignement selon la mfethode d ' alignement 

optimal de Needleman et Wunsch. 1970. J. Mol., BIol. f 48, 443-453 mis en 
oeuvre par le logiciel UWGCG de l'Universit6 du Wisconsin (Devereux t 
al., 1984 f Nucl. Ac- Res., 12 , 387-395) option GAP, de la partie 3' de 
700 pb du promoteur du gfene 246C et du promoteur d6crit par Takahashi et 

25 al.. 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87 . 8013). 

La figure 3 repr6sente les diffgrents vecteurs d' expression testes 
comportant, par rapport au plasmide pleine longueur pSQ123, une d£16tion 
variable de la partie 5* du promoteur. 
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Section 1 : Infection de tabac Nicotiana tabacum par deux souches de la 
bact&rie pathog&ne Pseudomonas solanacearum 
Les bacteries de la souche de Pseudomonas solanacearum sont 
cultivees pendant 72 h sur le milieu BG g61ose (Boucher et al. 1985, J. 
5 Gen Microbiol 131, 2449) ; une colonie est pr£lev£e pour ensemencer 40 ml 
du meme milieu. Apr£s de 16 k 24 h d' incubation k 28*C, la suspension 
bactferienne est centrifug§e pendant 10 min k 6000 g et 4*C ; 1 
surnageant est eiimine en conservant la couche de polysaccharides 
presente k la surface du culot. Aprds tin lavage k l'eau sterile, 1 s 
10 bacteries sont remises en suspension dans 20 ml d*eau. Leur concentration 
est alors d6termin6e par dens itom6 trie. 

Des jeunes feuilles de plantes de tabac sont d6tachfees de la 
plante, lav£es k 1'eau distiliee et immergees dans un dessicateur 
contenant 1,2 1 de suspension bacterienne k la concentration de 3 x 10^ 
15 bacteries /ml. Le vide est realise pendant 10 min k l'aide d'une trompe k 
vide, puis il est lentement casse. Chaque feuille infiltree est al rs 
plac£e dans un b6cher contenant du tampon phosphate de sodium 10 mM pH 
6,0 et transferee dans une chambre de culture. Les feuilles sont 
pr£lev6es apr£s differents temps d 1 incubation et conserv6es k - 70 # C. 
20 Deux souches bacteriennes ont 6te utilis6es : la souche GMI 1000 

provoquant une reaction d'hypersensibilite sur le tabac de la variete 
Bottom Special et la souche GMI 1178 (Message et al, 1978, Proc. 4th. 
Intl. Conf. of Plant Pathogenic Bacteria pp. 823-833), mutant issu de la 
souche px€c6dente et ay ant perdu la capacity d'induire la reaction 
25 d'hypersensibilite chez le tabac. 

Section 2 : Extraction et isolement des ARN totaux de Nicotiana tabacum 
infect£s par les souches de Pseudomonas solanacearum 
10 g de materiel vegetal sont broy6s en presence d' azote liquid 
puis repris dans un melange de 3 ml de ph6nol f 3 ml de chloroforme-alcool 
30 isoamylique (24 : 1 B V : V) et 6 ml de tampon de lyse de compositi n 
Tris-HCl 200 mM pH 7.0, EDTA 200 mM, SDS 1 %. 

Apres agitation au vortex, une centrifugation pendant 10 min k 
6000 g k 4'C permet de separer les phases. La phase aqueuse est pr61 v6 
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et reextraite k 1'aide de 6 ml de mfelange d phfenol-chloroform -alcool 
isoamylique (25 : 24 : 1, V : V) t puis k l'aide de 6 ml de phfenol. 16 ml 
d'fethanol absolu et 400 \xl d'acfetate de sodium 3M pH 5,5 sont ajoutfes k 
la phase aqueuse ; le mfelange est prfecipitfe pendant 2 h k - 20 # C. L 
5 culot obtenu est dissous dans 5 ml d'eau stferile contenant 0,1 % de 
diethylpyrocarbonate (DEPC) puis les ARN sont prfecipitfes pendant 12 h k 
4 # C aprfes addition de 5 al de LiCl 4M. Aprfes une centrifugation de 20 min 
k 6000 g, le culot d'ARN est lavfe par de I'fethanol k 75 % 9 sfechfe et 
repris dans 800 ul d'eau distillfee stferile contenant 0,1 % de DEPC. La 
10 solution est prfecipitfee pendant 2 h k - 20*C aprfes addition de 0,1 v 1 
d'acfetate de sodium 3M pH 5,5 et 2,5 vol d'fethanol absolu. Aprfes 
centrifugation pendant 15 min k 12 000 g, le culot d'ARN est lavfe k 
I'fethanol k 75 % et dissous dans 200 yl d'eau distillfee contenant 0,1 % 
de DEPC. 

15 Les ARN totaux sont alors dosfes par spectrophotomfetrie k 260 nm. 
Section 3 : Preparation des ARN messagers poly(A)^ 

1 g de gel d'oligo-d(T) cellulose (Collaborative Research Inc.) st 
remis en suspension dans 2 ml de tampon Tris-HCl 10 mM pH 7,4, EDTA 1 mM, 
NaCl 0,4 M, SDS 0,1 %. Ce gel est introduit dans une pipette Pasteur dont 

20 1'extrfemitfe est bouchfee k l'aide de laine de verre. La solution d'ARN st 
portfee k 65 *C pendant 4 min puis laissfee refroidir lentement k la 
temperature ambiante. Une concentration finale de 0,4 M en NaCl est obt - 
nue par addition d'une solution de NaCl 5M. 

La solution d'ARN totaux est ensuite dfeposfee sur le gel d'oligo- 

25 d(T) cellulose. Celui-ci est ensuite rincfe par 12 ml environ de tampon d 
composition Tris-HCl 10 mM pH 7.4, NaCl 0,4 M, EDTA 1 mM, SDS 0,5 %. 

Les ARN poly(A)+ sont ensuite felufes k l'aide de 7 ml de tampon d 
composition Tris-HCl 10 mM pH 7.4, SDS 0,1 %, puis prfecipitfes pendant 1 
nuit k -20*C aprfes addition de 2,5 volumes d'fethanol A 95 % et 0,1 volum 

30 d'acfetate de sodium 3.3 M pH 5.5- Le culot d'ARN poly(A)*, obtenu par 
centrifugation k 35 000 g pendant 1 h est lavfe 3 fois par de l'fethanol k 
75 X. sfechfe, repris dans 0,5 ml d'eau distillfee stferile et soumis k un 
nouvelle prfecipitation dans les conditions dfecrites ci-dessus. Aprfes 
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centrif ligation, le culot st alors lav6 par de l'ethanol A 75 %♦ s6ch6 t 
dissous dans de T au distillee sterile. Les ARN poly (A)* sont alors 
doses par spectrophotometrie k 260 nm. 

Section 4 : Synthase de l'ADN doable brln k partlr d'ARN messagers 
5 poly (A)* isoles de feuilles de tabac infecte par la souche 

Oil 1000 de Pseudomonas solanaeearum et clanage dans E. 
coli. 

Cette synthase est r6aliB6e selon la methode de Gubler et Hoffman 
(1983. Gene, 25, 263), k l'aide du kit D. Scribe de la soci6t6 Genofit 
10 (Geneve, Suisse) et en suivant les instructions du fabrlcant. 
Synthase du premier hyfrn : 

2,5 Ug d'ARN poly (A)* isoles de feuilles de tabac infectees par la 
souche GMI 1000 de Pseudomonas solanaeearum et preievees 6 h apres 
inoculation, sont mis k incuber k W'C pendant de 30 k 60 min en presence 

15 de : Tris HC1 40 mM, pH 8,3, NaCl 80 mM, MgCl 2 6 mN, DTT 5 mM, dATP 
0,5 mM, dTTP 0,5 mM, dGTP 0,5 mM, dCTP 0,5 mM^ 1,5 ug d'oligo d (pT) 
12-18 et 10 k 15 unites de transcriptase inverse d'AMV (avian 
myeloblastosis virus) dans un volume total de 25 yl. 
Svnthese du deuxieme brin : 

20 Le milieu rgactionnel issu de la synthase du premier brin est 

dilute k 100 yl & l'aide du tampon de composition Tris HC1 40 mM pH 7,5, 
MgCl 2 10 mM, NaCl 80 mM ; 2 unites de RNase H sont ajoutees et le melange 
est incube k 37 # C pendant 5 min. 

Apres refroidissement A 12 # C, 25 unites de DNA polymerase I, 0,5 

25 unites Weiss de ligase de E. coli et du NAD en concentration final de 
0,1 mM, sont ajoutes. 

Apr6s une incubation de 60 min k 12*C puis de 60 min k 18*C, la 
reaction est arretee par 1* addition de EDTA et de SDS en concentrati ns 
finales de 20 mM et 1 %, respectivement • suivie d f un chauffage de 2 min k 

30 60 # C. 

Purification de l'ADNc : 

Celle-ci est realisee par chromatographie sur une colonne d 
Sephadex G100. dans le tampon Tris HC1 50 mM pH 7,5, NaCl 300 mM, EDTA 
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ImM. L' addition d' alpha 32P dCTP 1 rs de l'etap de synthase permet de 
rep6rer plus facilement les fractions issues de la chromatographic 
renfermant l'ADN double brin. Celui-ci est pr6cipit§ par addition 
d* acetate d 1 ammonium (concentration finale 0,3 H) et de 2,5 vol d f 6thanol 
5 absolu. 

Digestion A I'aide de la nuelAngA fll : 

Le pr6cipit6 obtenu est lav6 par de l'ethanol A 75 %, s6ch6 et 
repris par de l'eau sterile. L' ADNc est traite ensuite par la nucl6ase SI 
dans un volume total de 300 pi, A 30 # C pendant 10 min f en presence d 20 
10 U d' enzyme dans le tampon de composition acetate de sodium 30 oN pH 4,4, 
NaCl 0,25 M, ZnCl 2 1 mM. 

A la fin de la reaction, le melange est ex trait une fois par un 
melange de Phenol-chloroforme-alcool isoamylique (50-48-2, V : V) puis 
trois fois par 1' ether ethylique avant d'etre soumis A une precipitati n 
15 par l'ethanol. 

Le pr6cipit6 d'ADN obtenu aprds centrifugation est ensuite s6ch6 t 
repris dans 20 pi d'eau sterile. 

Addition en V d'une terminals Polv dC (dC Tailing) 

A la solution d'ADNc sont ajoutes successivement 10 pi de tampon d 
20 terminal- transferase de composition potassium cacodylate 70 mM pH 7,2, 
CoCl 2 0,5 mM, dithiothreitol 0,5 mM, 2 pi d'a dCTP 0.25 mM, 5 pi d'a 32P 
dCTP (370 MBq/ml), 12 pi d'H 2 0 et 1,2 pi de terminal transferase (18 
unites) . 

La reaction de tailing est realis&e par incubation & 37 *C pendant 
25 30 min, puis arr6t6e par l 1 addition de 30 pi d'EDTA, 0,25M pH 8.0. 
Purification aprfes Tailing des ADNc double brin : 

Le melange issu du dC tailing est pr6cipite par l'ethanol puis 
centrifuge. Le culot d'ADNc est repris dans 10 pi de tampon d 
composition Tris HC1 10 mM pH 7.5. NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, 5 % glycerol, 
30 0,02 % bleu de bromoph6nol. Cette solution est deposee sur une colonne d 
Biogel A 0,5 M (1 ml de support). L*eiution de la colonne est realise 
par le tampon de composition Tris HC1 10 mM, pH 7.5. NaCl 100 mM, EDTA 
1 mM ; des fractions sont recueillies, leur radioactivite mesuree, et la 
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taille des ADNc qu'elles renferment est analys6e en eiectrophorese sur 
gel d 1 agarose. Les fractions con tenant des ADNc de taille supferieure A 
500 paires de bases sont r6unies et l'ADNc est pr6cipit6 par l'6thanol. 
Hybridation avec pBR 
5 L'ADNc recueilli apr£s precipitation est rem is en solution dans 

50 pi de tampon de circularisation de composition Tris-HCl 20 mN pH 7,5, 
NaCl 100 mM t EDTA ImM. 4 \il de solution de pBR 322-dG (21 ng, Clont ch) 
et 46 ul d'eau sont rajoutes.. 

Apr^s incubation pendant 15 nin A 65*C puis 2 h A 57 # C, 
10 1 • hybridation est contrdiee par eiectrophorese sur gel d* agarose. 

L'ADNc double brin obtenu est ins£r6 au site Pstl du plasmide 
pBR 322. Apr&s ligation, l'ADN obtenu est utilise pour transformer d s 
cellules competentes de la souche E. colt HB101 Des colonies de bacteries 
recombinantes sont obtenues aprds etalement et culture sur boite de P tri 
15 des cellules competentes trans formees • 

Section 5 : Selection par screening diffArentlelr de clones d*ADNc issns 
d'ARNm poly (A)* sp£cif iquement 8ynth6tis£s au cours de 
1* infection bact£rienne par la souche de Paeudomonas 
solanaceanan GMI 1000. 
20 L'ADN des colonies bacteriennes recombinantes obtenues par clonage 

d'ADNc synth6tis6 A partir d'ARN messagers poly (A) * de feuilles de tabac 
infectees par la souche GMI 1000 a 6t6 transf6r6 sur une membran d 
nylon Biodyne (Pall Corporation, EUA) suivant les indications du 
fabricant. Ces ADN sont hybrides successivement A I'aide de 2 sondes 
25 radioactives obtenues par synthase d'ADNc, en presence d'alpha-32P dCTP, 
A partir d'ARN messagers purifies de plantes infectees par les souches 
C2M1 1000 et GMI 1178 respect! vement . 

Apr&s lavage et exposition autoradiographique des membranes, 1 s 
colonies bacteriennes qui pr6sentent un signal d 1 hybridation plus f rt 
30 avec la sonde synth6tis6e A partir de feuilles inocuiees par la souch 
GMI 1000 sont s61ectionn6es . L'ADN plasmidique de ces colonies est 
prepare, les inserts d'ADNc de ces plasmides sont isol6s puis marques A 
1' alpha 32-dCTP et sont utilises comme sonde pour reveler selon la 
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t chnique d dot-blot puis d Northern blot les quantity 6quivalentes 
d'ARNm correspondant purifie k partir d'ARN total, de feuilles de tabac 
inocul6es par la souche GMI 1000 ou GMI 1178. 

Les colonies dont l f insert utilise comme sonde donne un signal plus 
5 intense lors de la r6v§lation des ARN totaux purifies k partir de 
feuilles de tabac inocuiees par la souche GMI 1000 sont conserves. 
Section 6 : Caract6risation d'un clone d'ADNc issu d'un ARNzn 
spfecifiquement eynth6tis£ au coure de 1 9 infection 
bact6rienne par la souche de Paeudomonaa aolanaceorum GMI 
10 1000. 

14 clones bactferiens ont 6t6 isol6s k partir de la banque d'ADNc 
construite k partir d'ARN messagers de feuilles de tabac infect6es par la 
souche de Pseudomonas aolanaceorum GMI 1000. 

Parmi ceux-ci, un clone appeie 246, presentant une longueur 
15 d' insert de 750 paires de bases, permet de r6v61er en Northern Blot un 
transcrit de 800 nucleotides environ. L' accumulation de ce transcrit 
commence k k 9 h apres 1' inoculation, et atteint un maximum entre 12 t 
15 h. Dans les feuilles de tabac infect6es par la souche CMI 1178, on 
observe une 16g6re accumulation du transcrit entre 12 et 15 h. 
20 L' etude de la sequence de l'ADNc du clone 246 [SEQ ID NO : 1] met 

en evidence 1' existence d'un premier cadre de lecture ouvert incomplet, 
codant pour un peptide de 59 acides amines et d'un second cadre potentiel 
codant pour un peptide de 88 acides amines. La sequence de ces d ux 
peptides est representee par [SEQ ID NO : 2]. Entre ces deux cadres de 
25 lecture des sequences consensus d'epissage d'un intron (Brown, 1986, 
Nucl. Ac. Res., 14, 95^9) sont presentee. II y a done probablement u 
clonage d'un ADNc k partir d'un ARN messager immature. La sequence d'ADNc 
du clone 246 sans l'£ntron est la sequence Aj [SEQ ID NO : 3]. 
Section 7 : Criblage d'une banque gfenomique de tabac k l'aide de l'ADNc 
30 caract6risfe . 

Une banque g6nomique d'ADN de tabac a 6te obtenue par digest! n 
partielle k l'aide de l 1 enzyme Mbol d'ADN isoie de germination d 
Ntcottana tabaewn vari6t6 NK 326, et clonage des fragments de restriction 
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dans le phage EMBL-3 (Clontech). 500 000 phages recombinants ont 6t6 
cribl6s, apr£s gtalement k raison de 10 000 phages par boite de Petri 
selon la technique connue de I'homme de 1'art et d&crite dans Sambrook t 
al (Molecular Cloning, A laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory 
5 Press, 1989) . 

L'ADN phagique est trans f 6 sur membrane de nitrocellulose (BA 85 
Schleicher et Schtill), d6natur6 pendant 2 min dans une solution NaOH 
0,5 M, NaCl 1,5 M t puis tremp6 dans une solution de neutralisation NaCl 
1,5 M, Trie HC1 0,5 H pH 7,4 pendant 5 min. Aprds rincage rapide dans du 
10 2 SSC (NaCl 0,3 M. citrate de sodium 30 mM) les filtres sont s6ch6s 
30 min k 37 # C et l'ADN est ensuite fix6 par traitement k 80'C sous vide 
pendant lh30. 

Les membranes sont ensuite pr£hybrid6es pendant 4 h k 37 *C dans un 
tampon de composition 5 SSC (NaCl 0,75 M, citrate de sodium 75 mM), 50 % 
15 formamide, 0,3 % lait 6cr6m6. 

L f hybridation est r6alis6e dans le m6me tampon, pendant 18 h k 37 *C 
apr&s addition de la sonde marqu&e k 1 ' alpha 32P-dCTP, constitute d 
1* insert de 750 paires de bases du clone d'ADNc 246. 

Les membranes sont ensuite lav6es 3 fols pendant 20 min k 37 # C dans 
20 une solution 5 SSC, SDS 0,1 X. puis 2 fois pendant 30 min k 37 *C dans une 
solution 2 SSC, SDS 0,1 % et enfin 30 min k 42 # C dans une solution 2 SSC, 
SDS 0,1 % ; elles sont ensuite autoradiographies. 

Apr&s r6v61ation des autoradiogrammes , chaque plage de lys 
pr6sentant un signal positif est iso!6e, les phages sont 61u6s dans du 
25 milieu SM (NaCl 100 mM, Tris HC1 50 mM, pH 7,5, Mg S04 5mM, gelatin 
0,01 %) puis purififes par un nouveau criblage rfealisfe dans les mdmes 
conditions. 

12 clones ont ainsi 6t6 isolte et purififes. L'ADN de chaque clone a 
6t6 produit et purifig, selon la technique bien connue de I'homme d 
30 l'artt puis dig£r6 par 1 1 enzyme Sail qui permet d'isoler aprds 
61ectrophor6se sur gel d' agarose 1' insert d'ADN gfenomique. 

Le trans fert sur membrane de nylon suivi d'une hybridation avec la 
sonde constitute de 1'ADNc du clone 246, montre un signal positif, 
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confirmant la prfesenc dans cet ADN g6nomique d'une sequence 
c mplfementaire de l'ADNc 246. 

Ces clones ont ensuite 6t§ cartographies en utilisant une s§rie 
d* enzymes de restriction. Un clone a 6t6 retenu parmi ceux-ci, qui 
5 prSsente un signal d ' hybridation dans la region centrale du fragment 
ins§r6 dans 1 'ADN phagique • Ce clone a 6t6 nomm6 246C. 

Section 8 : S6quen?age et analyse de la sequence du clone d' ADN gfcnomique 
246C 

Un fragment de 1* insert contenu dans ce phage a 6t6 isol<§ par 
10 digestion k I'aide de V enzyme SstI, puis clonfe dans le phage 
pBluescript # 11 KS +/- (Stratagdne) dormant le phagemide pKS246. Sa 
cartographie a 6t6 6tablie, elle est pr6sent6e sur la Figure 1. La 
sequence de cet insert [SEQ ID NO : 7] a ensuite 6t6 d6termin6e par la 
mSthode de Sanger et al (PNAS-USA, 14, 5*63. 1977) apr6s creation de 
15 deletions progressives & l # aide des enzymes Exo III, mung bean et 
nuclease SI selon la technique de Henikoff (Gene ,-28, 351, 1984). 

Cet insert, appeie g&nes 246C, de 3046 paires de bases, st 
constitue d'une region codante de 853 pb debutant par un ATG en positi n 
2146 et terminfee par un codon TGA en position 2998 ; cette region est 
20 entrecoup6e d'un intron commengant en position 2464 et terminant en 
position 2653. Trois sites potentiels d 1 initiation de la transcription 
ont 6t6 determines par extension d' amorce selon la technique dfecrite dans 
Sambrook et al. (opus cite, 1989). le site le plus probable est en 
position 2068. 

25 La r6gion promotrice du gene 246C en amont de la position 2146 st 

appeiee promoteur 246C. L'fetude de la sequence du promoteur 246C montre 
la presence de plusieurs motifs connus pour etre lmpliqu6s dans la 
regulation des g£nes. 

Deux sequences consensus CAAT correspondent k cet element 

30 r6gulateur de la transcription des genes eucaryotes ainsi qu'une s6quenc 
compl6mentaire et inverse ATTG sont pr6sentes aux positions 2051, 2101 t 
1967. 
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Deux s6quences consensus TATAA sont pr6sentes aux positions 2089 et 
2111 ainsi qu'une sfequence complfementaire AATAT k la position 2020. Ces 
trois motifs sont tous situ6s entre 10 et 50 paires de bases en aval des 
motifs CAAT et 30 k 50 paires de bases en amont des sites de 
5 transcription potentiels. 

Une sfequence TQACG a 6t6 identififee k la position 1950 ; cett 
s6quence mise en fevidence dans le promoteur 35S du CaMV, semble 
responsable de l 1 expression de gfenes chimgriques dans les racines et dans 
les feuilles (LAM et al, 1989. Proc Natl Acad Sci USA, 86 , 7890). 

10 Trois regions pr6sentent une homog6n6it6 importante avec les motifs 

HSE (Heat Shock Elements) des plantes (GURLEY et KEY, 1991, Biochemistry, 
30 , 1 ) . Ces regions sont homologues avec la sequence consensus 
GAANNGAANNTTCNNTTC ou TTCNNTTCNNGAANNGAA ; elles sont proches des boltes 
TATA et CAAT et dupliqu6es [SEQ ID NO : 17 et NO : 18]. 

l 5 Une sequence homologue au motif CCGTCC caract6ris6 comme 6tant 

impliqufe dans la r6ponse k des 61iciteurs d'origine fongique (LOIS et al, 
1989, EMB0 J., 8, 1641) a 6t6 localisfee k la position 1822. 

Le promoteur du gtee 246 C pr&sente sur environ 30% de sa longueur 
une homologie £lev6e (> k 90 %) sur 700 paires de bases avec le promoteur 

20 v6g6tal isolg du tabac ayant la sfequence [SEQ ID NO : 8] dfecrit par 
TAKAHASHI et al. 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA vol. 87 pp 8013-8016. 
Sur la figure 2, on a represents 1 • alignement de la sequence d'ADN de ce 
promoteur [SEQ ID NO : 9. 10 et 11] (ligne du haut) avec la partie 
correspondante de la sequence d 1 ADN du promoteur de 1* invention [SEQ ID 

25 NO : 12 et 13] (ligne du bas) . 

Section 9 : Construction du vecteur d' expression pSG123 associant 1 
promoteur du gdne 246C au gtne de la ^-glucuronidase . 
A partir du phagemide pKS 246, la digestion par les enzymes Hindlll 
et Ball permet d f isoler un insert de 2200 paires de bases environ, 

30 contenant la partie promotrice du g6ne 246C, le codon d* initiation de 
traduction et 11 codons codant pour la partie amino- terminale de la 
prot6ine. 
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Le plasmide pBI 101 ♦ 3 (Clontech) est digGrfe par les enzymes Hindlll 
et EcoRI ; le fragment de 2100 palres de has s environ, contenant le g£n 
de la ^-glucuronidase cod&e par le locus uidA de E. coli, suivi du 
terminateur de la nopaline synthase d' Agrobactertum tumefaciens, est 
5 ligufe dans le plasmide pUC 19 1 ouvert aux m&mes sites, dormant un 
plasmide appelfe plasmide pBI 201*3. 

L' insert Hindi I I -Ball portant les sequences promotrices du gdn 
246C est clone dans le plasmide pBI201.3 ouvert aux sites Hindlll et 
Smal. 

10 Le vecteur obtenu appeie pSG 123 contient done le gtoe de la 

glucuronidase sous controle du promoteur du g6ne 246C. La s6qu nee 
nucieotidique du g&ne chim6rique complet est la sfequenc 
[SEQ ID NO : 14]. 

Section 10 : Protocole de 1' expression transitoire dans des protoplast s 

15 de tabac du g£ne de la glucuronidase sous contrdle du 

promoteur du g&ne 246C. 
Preparation da protonlafltes de fcabae 

Oes feuilles de plantes de tabac (Nicotiana tabacum, var Samsun 
NN) , Ag6es de 4 & 5 semaines sont pr61ev6es t d6coup6es en lani&res et 

20 incubtes dans du milieu T.O (tableau 1, adapts de Chupeau et al. . 1974, 
C.R. Acad Sci (Paris), 278 D t 1565) contenant 1 g/litre de cellules R 
100 Onozuka, 200 mg/1 de macerozyme Onozuka (Yakult Honsha, Nishinoniya, 
J won) et 500 mg/1 de pectolyase Y23 (Sheishin Pharmaceutical Ind. Japon) 
pendant 15 h & 22*C. 

2 5 Les protoplastes sont s6par6s des debris cellul aires par tamisage 

sur un tamis de nylon de maille 85 pm suivi par une centrifugation d 
5 min k 50 g sur une solution de saccharose & 19 % ( poids /volume ) . Les 
protoplastes flottant sur ce milieu sont lav6s une fois dans le mili u 
T.O, comptes et leur nombre a juste & la density de 1.5 x 10& 

30 protoplastes /ml . 

Preparation du vecteur nSG 1?3 

La souche E. eoli contenant le vecteur pSG 123 est cultiv£e sur 
milieu Luria (Qibco) contenant 50 mg/1 d'ampicilline. L 1 amplification du 
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plasmid est r£alis&e selon 1 protoc le d&crit dans Sambrook et al. v 
1989 (opus citfe) . Le plasmide pSG 123 est ensuite purifife par 
centrifugation sur un gradient de chlorure de cesium et par deux 
precipitations successives par l'ethanol. Le culot plasmidique est 
5 ensuite remis en solution dans du Tampon Tris-HCl 10 mM pH 8,0. 
Transformation par le polv^t hvlfeneglvcol 

Les suspensions de protoplastes (320 pi par aliquote) sont incubg s 
k 45 "C pendant 5 min, puis rapidement refroidis sur la glace. Puis 50 pg 
de plasmide pSG123. 160 pi d'une solution de polyfithylftneglycol (40 % 

10 polyfethylfeneglycol, 0,4 M mannitol, 30 mM MgCl 2 . 0,1 % Mes pH 5,8) sont 
alors ajout6s. Au bout de 10 min, les protoplastes sont collects par 
centrifugation et remis en suspension par agitation douce dans 500 pi de 
tampon TO et incubfes k l f obscurit6 k 28 *C. 
Mesure de 1' expression transitoira 

15 Au bout de 24 h d' incubation, les protoplastes sont lys6s apr6s 

addition de 50 pi de tampon d* extraction 10X de la ^-glucuronidase par 
une congfelation k - 80 # C suivie d'une dfecongfelation k 37*C (Jeffers n, 
1987. Plant Molec. Biol. Reporter, 5, 387), 

Le surnageant obtenu eprgs centrifugation k 10 000 g est utilise 

20 pour mesurer l f activit6 0-glucuronidase par fluorimfetrie (Jefferson, 
1987 • Plant Molec. Biol. Reporter, 5, 387). 

Parall&lement, la quantity de prolines pr£sente dans les extraits 
est mesurfee selon la m6thode de Bradford k I'aide du kit Bio Rad(Bio Rad. 
Lab.) . 
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Tableau 1 : C mposition du milieu TO (pour 1 litre) 



NH/| NO3 


825 mg 


K NO3 


950 mg 


CaCl 2 , 2H 2 0 


220 mg 


Mg SO^, 7H 2 0 


I85 mg 


KH 2 PO4 


83 mg 


H3 BO3 


1 mg 


Mn SOi| f 4H 2 0 


100 yg 


Zn SO4. 7H 2 0 


1 mg 


Kl 


100 us: 


AICI3 


30 UK 


NiCl 2# 6H 2 0 


3D lip* 


CuSOij, 5H 2 0 


OW Jig 


Fe SOi| t 7H 2 0 


27,8 mg 


Na 2 EDTA, 2H 2 0 


37*2 mg 


Thiamine 


100 yg 


Ac. nlcotinique 


200 ug 


Pyridoxlne 


1 mg 


Biotine 


10 ug 


Panthot6nate de Ca 


1 mg 


Saccharose 


20 g 


Inositol 


100 mg 


Mannitol 


80 g 


Acide 2-[N-Morpholino] ethanesulfonique (MES) 


200 mg 



pH ajust6 & 5,8 avant autoclavage 
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Section 11 : Expression transitolre du g6ne de la glucuronidase sous 
contrOle du promoteur du gene 246C dans des protoplastes d 
tabac infect&s par Pseudomonas solanacearum. 
Cette expression transitolre* dgterminee selon le protocole de la 
5 section 10, est mesur&e aprds incubation pendant 2k h des protoplastes 
prepares selon le protocole ci-dessus dans le milieu TO (d6crlt dans la 
section 10) con tenant une suspension de bact£ries Pseudomonas 
solanacearum (10 bactferies/protoplaste) obtenues comme dgcrit en section 
1. 

10 l/activit6 0-glucuronidase est exprimge en pmoles de 

m6thylumb611if6rone form6e/min/mg de proteine. 

Aucune activity n'est d6cel6e dans les protoplastes de plan tea 
n'ayant pas re^u d* ADN du vecteur pSG123. Une activitfi de 450 pmol/min/mg 
de prot6ine est mesur6e sur des protoplastes traitges par du vecteur 

15 pBI221 (Clontech) contenant le gtoe de la ^-glucuronidase sous control 
du promoteur constitutif 35S CaMV ; cette activity est rfeduit & 
300 pmol/min/mg de protdine aprds infection par les souches d 
Pseudomonas solanacearum GMI 1000 et GMI 1178. 

Une activity de 600 pmol/min/mg de prot6ine est mesurfee sur des 

20 protoplastes traitfes par du plasmide pSQ 123 ; cette activity est peu 
modifige apr&s inoculation par la souche GMI 1178. elle augmente jusqu'& 
une valeur de 1000 pmol/min/mg de protfeine aprds inoculation par la 
souche GMI 1000. 

Le promoteur du g&ne 246C permet done une expression basal 
25 importante du g&ne de la glucuronidase, expression plus importante que 
celle commands par le promoteur 35S du CaMV, qui sert ici de contrOle. 
Ce promoteur prgsente de plus une forte indue tibilitfe puisqu 
1' expression de la ^-glucuronidase augmente de kO % apr6s infection par 
la souche bact6rienne GMI 1000* 
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Secti n 12 : Expression transitoire du gene d la glucuronidase s us 
contrdle du promoteur du gfene 246 C de protoplastes de 
tabac traitfes par un feliciteur (heptasaccharides de 
chltlne) ou une hormone. 
5 L 1 expression est mesurfee aprfes incubation des protoplastes pendant 

24 h comme dfecrit ci-dessus dans le milieu TO contenant un feliciteur k la 
concentration de 25 pM ou une hormone, le 2-4-D (acide 2-4 
dichlorophfenoxyacfetique) k la concentration 4 yM. Les feliciteurs utilisfes 
(composes glycosidiques issus de la parol des champignons pathogen s) 
10 sont des heptasaccharides de chitine ayant la proprifetfe d'induire d s 
rfeactions de defense dans les plantes (Roby et al. ( 1987, BBRC # 143, 
885). 

Aucune activitfe n'est dfetectfee dans des protoplastes non traitfes t 
qui servent de contr61e. Une activitfe de I'ordre de 400 pmol de 
15 mfethylumbfellifferone formfee/min/mg de protfeine est mesurfee k partir d s 
protoplastes ayant regu de I'ADN du vecteur pBI 221, cette activity n'est 
pas affectfee par le traitement (feliciteurs ou hormone). 

Les protoplastes ayant regu de I'ADN du vecteur pSG 123 prfesentent 
une activity de 450 pmol/min/mg de protfeine ; cette activitfe est accru 
20 de 50 % si les protoplastes sont traitfes par 1' hormone 2-4-D et de 70 % 
si les protoplastes sont traitfes par l'heptasaccharide de chitine. 

Les caractferistiques de ce promoteur mises en evidence lors d 
1* infection de protoplastes par la souche bactferlenne QHI 1000 (niveau d 
base felevfe et indue tibilitfe) , peuvent fetre reproduites en utilisant un 
25 inducteur issu de la parol de champignons phytopathogfenes. 

Section 13 : Construction d'un vecteur d' expression stable dans les 
cellules vfegfetales : le vecteur binaire pSG246 
A partir du vecteur pSG 123, une coupure par les endonuclfeases d 
restriction Hindlll et EcoRI, suivie d'une felectrophorfese sur gel 
30 d' agarose, permet d'isoler le gfene chimferique associant le promoteur 246C 
k la partie codante de la 0-glucuronidase et le terminateur N0S. Le gfene 
chimferique est introduit et ligufe dans le vecteur binaire pBIN 19 
(Clontech) prfealablement ouvert aux sites Hindlll et EcoRI donnant 1 
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v cteur pSG246. Ce vecteur binaire poss&de deux genes de resistance & la 
kanamycine, I'un pouvant s'exprimer dans les bacteries, I 1 autre situ6 
immediatement en amont du ggne recombinant complet (Be van, 1984 t Nucl. 
Ac. Res., 12 » 8711) pouvant etre transfere aux cellules v6g6 tales. Le 
5 g£ne de resistance k la kanamycine servira de marqueur de selection au 
cours des etapes de transformation et d v analyse de la descendance d s 
plantes transf ormtes . 

Le vecteur obtenu, appeie pSG246, est clone dans la souche E. colt 

DH5 a. 

10 Section 14 : Transfert dans Agrobacterium du plasmide pSG246 contenant la 

^-glucuronidase sous contr61e du prooaoteur du g£ne 246C du 
tabac 

a) Transfert dans Agrobacterium tumefaciens 
Ce transfert est realise par transformation selon la methode d 
15 congeiation-decongeiation dfecrite dans Plant Molecular Biology Manual 
(Gelvin et al eds. 9 Kluwer Academic Publisher*. 1988) et resume ci- 
aprds. 

Des cellules competentes d 1 Agrobacterium tumefaciens (souche LBA 
4404, CI on tech) sont preparees , par refroidissement rapide dans la glac 
20 d'une culture en phase exponentielle de croissance. Les bact6ries s nt 
alors remises en suspension dans du CaCl2 20 mM. Des aliquotes de c tt 
suspension sont distributes dans des tubes Eppendorf , puis congel6es dans 
1' azote liquide. 

1 yg de plasmide pSG246 est ajoute aux cellules congel6es« 
25 contenues dans un tube Eppendorf, La suspension est ensuite incube & 
37*C pendant 5 «ln ; 1 ml de milieu Luria (Gibco) est alors rajoute et 1 
tube est incube & 28 *C pendant 4 h. Des parties aliquotes sont etaiees 
sur des boites de Petri contenant un milieu m-tnSmitm geiose, decrit dans 
Plant Molecular Biology Manual (op* cite) en presence de 100 mg de rifam- 
30 picine et 25 mg/1 de kanamycine. Dans ces conditions* seules poussent les 
colonies d* Agrobacterium tumefaciens ay ant int6gr6 le plasmide pSG246. 
Celles-ci contiennent le gene chimerique dans tin contexte permettant sa 
replication. 
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La resistance aux deux antibiotiques des coloni s s61ectionn&es st 
vgrlfi£e en repiquant celles-c± sur le m£me milieu de s61ection deux fois 
de suite. La presence du gdne chim6rique associent le promoteur 246 C k 
la partie codante de la ^-glucuronidase dans Agrobacterium tumefaciens 
5 est v6rifi£e par la m§thode de Southern Blot sur une preparation d'ADN 
total (Lyse des cellules, purification de l'ADN par extraction k l'aide 
du melange phenol /chloroforme, selon le protocole d6crit par Gelvin dans 
I'ouvrage cite ci-dessus, coupure de l'ADN purifife k l'aide d 1 enzymes d 
restriction, elect rophor&se sur gel d f agarose, trans fert sur membran et 
10 hybridation selon les techniques bien connues de I'homme de l'art). 
b) Trans fert dans Agrobacterium rhizogems 
Ce transfert est realise de la meme fa?on que le trans fert dans 
Agrobacterium tumefaciens dgcrit en a) , avec la souche Agrobacterium 
rhizogenes A4 decrite par Guerche et al. t (1987) Mol. Gen. Genet. 206, 
15 382. ~ 

Section 15 : Obtention de plantes de tabac transferase par Agrobacterium 
tumefaciens contenant le plasmide pSG246. 
Le tabac Ntcbttana tabaeum cultiv6 In vitro a 6t6 infecte par 
Agrobacterium tumefaciens contenant le plasmide pSG246 selon la procedure 
20 de Horsch et al. f bien connue de l'homme du metier (Horsch R.B. et al. f 
1985, Science 227, 1229-1231). dont les principales Stapes sont expos6es 
ci-apr£s . 

Des disques de feuilles de plantes ax6niques de tabac Nicotiana 
tabaeum (variete Bottom Special) sont incubfes dans une culture d'A. 

25 tumefaciens h6bergeant le plasmide pSG246. Les disques 6goutt6s sur 
papier Whatman sont transfers sur des milieux de culture en boites de 
P6tri afin de multiplier les cellules transform6es de fagon k obtenir d s 
cals (Murashige et Skoog, 1962, Physiol, , Plant., 15, 473), puis produire 
des bourgeons en presence de cefotaxime (500 ug/ml) destinee k eiiminer 

30 Agrobacterium tumefaciens et de kanamycine (100 yg/ml). 

Paralieiement, des transformations ont 6t6 r6alis6es avec des 
souches d' Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 contenant les vecteurs : 
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- pBI 101 (Clont ch) , constitu§ de la partie codante de la 
glucuronidase pr6c6dant le terminateur de la nopaline synthase dans 
le vecteur binaire pBIN 19. Cette construction, d6nomm6e ci-aprds 
construction pBI 101, est dgpourvue de promo teur. 
5 - pBI 221 (Clontech) , constitue d'un fragment de 800 p aires d 

bases du promoteur 35S du virus de la mosaique du choux fl ur 
ins6re devant la partie codante de la glucuronidase dans le vecteur 
pBI 101. Cette construction sera d6noom£e ci-apres construction 
pBI 221. 

10 Les bourgeons resist ants k la kanamycine ont 6t6 ensuite transfers 

sur un milieu permettant l f induction des racines en presence de 
carbenicilline et de kanamycine. Les plantules sont ensuite repiquees en 
terrines dans un substrat compost de tourbe et de terreau et mises k 
croltre en serre. Toutes les plantes trans formfees (generation R0) ay ant 

15 surv6cu aux etapes de regeneration et d 1 acclimatation en serre se sont 
r£vgl£es morphologiquement normales et fertiles. Elles ont 6t6 
autofecoiutees et ont donne des graines (generation Rl). 

Section 16 : Analyse de I'ADN genomique des plantes de tabac transform6e8 
par AgrobacteTium time fact ens con tenant le plasmide pSG246 

20 (generation R0) , selon la technique de Southern Blot. 

L'ADN genomique de tabac de haut poids moieculaire a 6t6 isoie k 
partlr de feuilles matures de plantes transg&iiques de la generation R0 
selon la mfethode d* extraction & l'aide de bromure de 
cetyltrimethylammonium et de purification par precipitation, d6crite dans 

25 l'ouvrage "Plant Molecular Biology Manual" d6j& cite. 

10 pg de cet ADN genomique ont 6te digeres pendant une nixit k 37 # C 
avec 20 unites des enzymes de restriction Hindlll et EcoRI. Les fragments 
de restriction obtenus ont 6te s6pares par eiectrophorese sur gel 
d' agarose (1 %) . L'ADN a 6t6 transf6r6 selon la m6thode de Southern Bl t 

30 sur un filtre de Nylon (Hybond N* Amersham) . et hybride avec une sond 
nucl6otidique comprenant une partie de la sequence du gene recombinant, 
marque par couplage k la peroxydase (kit ECL, Amersham). Les membranes 
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6 nt ensuite lav&es t reveiees sel n le protocole recommand§ par 
Amershanw 

L* analyse des films permet de tirer les conclusions suivantes : 

* certaines plantes ne poss&dent pas de copies du gene recombinant 
5 transf6r£ (absence de signal), 

* la plupart des plantes testees contiennent au moins une copie 
sans rearrangement de la construction : promoteur 246c - 
sequence codante de la P-glucuronidase-terminateur NOS, denommee 
ci-apr£s construction pSG 246 

!0 • certains profile suggerent qu*il exist e des rearrangements 

internes dans cette construction* mais ces 6v6nements s nt 
rares. 

Section 17 : Etude des caractferistiques d' activation du promoteur 246 C 
dans les plantes de tabac transg^niques 
15 Cette 6tude a 6t6 r6alis6e sur des plantes de la generation Rl qui 

ont 6te pr6alablement seiectionn6es in vitro sup le milieu de Murashige 
et Skoog g61os6 renfermant 500 pg/ml de kanamycine. 

10 plantes par descendance de transformant seiectionn6es pour leur 
resistance k la kanamycine sont repiqu6es sur du terreau puis cultiv6es 
20 pendant 4 & 5 semaines en chambre de culture. 

a) Activation par la bacterie phytopathog&ne Pseudomonas 
solanacearum 

Inoculation par infiltration 

Des tests d* inoculation sont conduits selon le protocole d6crit en 
25 section 1 sur quatre feuilles appartenant & 2 plantes differentes. Les 
mesures d'activite glucuronidase effectu6es selon la methode decrite par 
Jefferson (Plant Molecular Biology Reporter, 5. 387. 1987) en utilisant 
le 4-m6thylumbellif6ryl p-D-glucuronide comme substrat. 
Les r6sultats montrent que : 
30 ( • les plantes renfermant la construction pBI 101 ne pr6sentent pas 

d'activite glucuronidase detectable , 

* les plantes renfermant la construction nBl 121 presentent une 
activite glucuronidase comprise entre 5000 et 70 000 pinoles de 
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m6thylumb611if6rone/min/mg de protfeine correspondant a une 
expression constitutive attendue pour cette construction. One 
l£g6re activation de ce promoteur en r&ponse au stress 
d f infiltration a 6t6 constats pour certains transformants, 
5 * les plantes con tenant la construction pSG2*46 presentent une 

activity glucuronidase faible dans les plantes non inocul6es, 
comprise entre 2000 et 5000 pmol/mg de prot6ine. Une fort 
induction est mesur6e en rgponse a 1' infection bact£rienne, t 
ce quelle que soit la souche bact6rienne utilisfee (GMI 1000 ou 
!0 K60 (Sequeira et al, Physiol. Plant. Pathol., 10, 43, 1977), 

souche compatible provoquant des symptdmes) . Le facteur 
d v induction (rapport entre l*activit6 aesur6e apr6s inoculation 
et 1* activity mesur6e avant inoculation) est de l'ordre de 20 
fois et les valeurs d 9 activity dfepassent parfois celles obtenu 8 
15 avec les plantes exprimant la construction pBI 121. 

Infection bact^rienne localise - 

Une infection bact£rienne localis6e est r6alis6e par d£p6t d'un 
goutte de suspension bact6rienne de Paendomonas solanaceantm (3 pi 
renfermant 3 x 105 bact6ries obtenues comme d6crit en section 1) sur une 
20 blessure obtenue par perforation d'une feuille a I'alde d'une aiguille de 
seringue. 

Le promoteur 246C est active autour de la lesion cr£6e par 
l f infection et 6galement dans toutes les parties de la plante infect6e 
(feuille inoculte, feuilles supgrieures et feuilles inf6rieures de la 
25 plante et raclnes). Cette activation system! que se produit dfes 1 s 
premieres heures aprds inoculation. 

Aucune activation n'a £t6 observ6e dans des plantes de g£n6rati n 
Rl issues de plantes transform6es par les constructions pBI 101 t 
pBI 121. 

30 Le m&ne type d' infection localis6e, r6alis6e au niveau de racin s 

de plantes de tabacs cultivges in vitro conduit ggalement a une 
activation forte du promoteur au site d' inoculation mais 6galement dans 
1' ensemble de la racine et dans la partie a£rienne de la plante. 
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b) Activation par le champignon pathoggne Chalara elegans 

Etude in vifcrn 

10 k 15 ml de milieu Murashige et Skoog liquide sont versus dans 
une boite de Petri con tenant une culture de 3 semaines de Chalara elegans 
5 en cours de sporulation (culture sur milieu gfelosG Potato dextrose Agar 
PDA, Difco). 

Le grattage de la surface de la culture permet de recueillir les 
spores. Aprds comptage, une dilution approprige permet d'obtenir d s 
suspensions de 10** et 105 spores par ml. 

10 Des aliquotes de 7 ml sont distributes dans des boites Magenta 

( sigma). Une plante de tabac transgfenique (&g6e de 3 semaines environ et 
cultivfee en milieu st6rile) trans formfee par le ggne de 0-glucuronidase 
sous contr61e du promoteur 246C est introduite dans chaque boite, leure 
racines trempant dans la suspension de spores* Les plantes sont ensuite 

15 pr61ev6es. congelees et 1* activity glucuronidase dfeterminfee. Au moment d 
1* infection l'activite specif ique est de- 20 000 pmoles d 
m6thylumb611if6rone par mg de protfeine. Comparativement & des t6moins non 
inoculgs places dans les mfimes conditions, cette activity est multipli6e 
par des facteurs de 8 et 8,5 pour les infections k 10 1 * et 105 spores par 

20 ml, respectivement, d&s *\ jours aprds l f inoculation. 
Etude en flerre 

10 plantes par descendance de trans formant, s61ectionn6es pour leur 
resistance k la kanamycine sont repiqu&es en godets de dimension 3x3 
cm. A l 1 apparition de la 56me feuille, les plantes sont inocul6es en 
25 dgposant au niveau du collet une suspension de 5 x 105 endoconidies d 
Chalara elegans. 

c) Activation par le champignon pathog£ne ScleTOttnta sclerotiorum 

Etude sur disaues foliaires 
Des disques foliaires de 20 mm de diam&tre provenant de plantes 
30 exprimant la construction pSG246 sont plac6es en survie sur un milieu 
liquide approprit. Sur chacun de ces disques est placg un cube de g£lose 
de 5mm de c6tfe environ et contenant du mycelium de Sclerottnta 
Sclerotiorwn. L' activity glucuronidase, mesurte en fonction du temps 
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rEv&le que la presence de mycelium induit l 1 activity glucuronidase aprEs 
7 heures de contact. Au bout de 24 heures, l'activite est multipliEe par 
4 par rapport a celle de disques foliaires non mis en contact avec le 
mycElium. La mEme experience rEalisEe sur des disques de feuille issus d 
5 tabacs tEmoins (n 1 exprimant pas la construction pSG246) ne rEvEle qu'une 
activitE glucuronidase assimilable k un bruit de fond, 
d) Activation par des Eliciteurs 

Deux types d 1 Eliciteurs ont EtE utilisEs l'un de type biotique 
correspondent k des molecules issus de molecules ou de macromolEcules 
10 naturelles, 1* autre de type abiotique correspondant k des molecules 
chimiques . 

31. Eliciteurs biotiques d'orieine bae tErienne ou fongioue 
Les Eliciteurs utilises sont l'harpin qui est une protEine isolEe 
de Erwinia amylovora et une protEine isolEe du surnageant de culture de 
15 Pseudomonas solanaceanun. De mEme des Eliciteurs protEiques tels que la 
cryptogEine isolEe de Pseudomonas cryptogea et -la capsicEine isolEe de 
Pseudomonas capsict (Ricci et al. 1989* Eur. J. Biochem. 183 ; 555-563) 
ont EtE testes. 

Dans tous les cas, des concentrations appropriates d f Eliciteurs ont 
20 EtE infiltrEs k V aide d'une seringue sous l'Eplderme infErieur d 8 
feuilles de tabac exprimant la construction pSG246. L'inducti n 
d' activity* dans tous les cas est induit par la presence d'Eliciteur dans 
un anneau de 5m» environ immEdiatement adjacent k la zone d f infiltration. 
La stimulation est trEs apparente 24 heures aprEs 1 1 infiltration mais 
25 visible dEs 6 heures. L* activitE au bout de 24 heures est souvent 
multipliEe par 5 k 6 par comparaison k celles des plantes tEmoin (plantes 
exprimant la construction pSG246 mais sans Eliciteurs injectEs sous 
l'Epiderme) . 

d2, Eliciteurs abioticues : acide aal icvlioue. sulfate de 

30 cuivre 

Des feuilles de tabac exprimant la construction pSG246 et dEtachEes 
de la plante sont immergEes dans des solutions de concentration 1 k 10 
yg/ml d* acide salicylique ou de 0,025 4 0,25 mM de sulfate de cuivre. 
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En prgsenc d'acide salicylique l f activity glucuronidase est 
multipli6e par 5 au bout de 6 heures et par 10 apr&s 24 heures. Dans le 
cas du sulfate de cuivre, l'activitfe glucuronidase est multipli6e par 17 
& 0,025 mM et 11 & 0,25 mM si l*on compare & des feuilles de plantes 
5 tgmoins non trait€es. 

d^. Induction par des rfegulateurs de croissance 
L 1 application d'une auxine sous la forme d'acide 2,4- 
dichloroph6noxyac6tique (2 f 4-D) a fet6 r6alis6e aux concentrations de 1,5 
et 10 pM. 1/ application r£alis§e par immersion de petioles des feuilles 
10 d6tach£es de tabac exprimant la construction pSG246 montre que 
1* induction dans la feuille commence 6 heures aprds 1 1 application de 
1* auxine & la concentration de 5 yM, pour 6tre stimul6e 18 fois aprgs 12 
heures compar6e aux feuilles de plantes t&noins, non trait£es par 
1 ' auxine . 

15 L 1 activity glucuronidase est mesurge lors de 1' apparition d s 

symptdmes de la maladie soit 15 jours environ apr&s 1* inoculation. 

Les r6sultats de 1' activity mesurge au niveau de la par tie a&rienn 
de la plante enti&re montrent que : 

• les plantes renfennant la construction pBI 101 ne prgsentent pas 
20 d f activity glucuronidase d6 tec table, 

• les plantes trans form6es par la construction pBI 121 pr6sentent 
une activity de 12 000 & 60 000 pmoles de mfethylumbfelli- 
f6rone/min/mg de prot6ine. Cette activity varie peu apr£s 
inoculation. 

25 • les plantes trans formfees & l f aide de la construction pSG246 

pr^sentent une activity glucuronidase faible chez les plant s 
saines. Cette activity augmente consldgrablement dans 1 s 
plantes pr6sentant des symptdmes, atteignant des vecteurs de 
85 000 pmoles de m&thylumbelliferone form6e/min/mg de prot6ine. 
30 e) Activation par une blessure 

Cette activation a 6t6 recherch6e sur des feuilles de plantes de 
g6n&ration Rl con tenant la construction pSQ246, &gges de 5 semaines 
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environ et prfeal ablement seiectionnees pour leur resistance & la 
kanamycine . 

L' excision simple d'une feuille entraine une activation lente et 
faible du promo teur, k la fois dans la feuille et dans la plante ; 
5 cependant, la laceration d'une feuille entraine une augmentation tres 
forte (5 fois) et extremement rapide (30 min) de 1* activite glucuronidase 
de la feuille Iac6r6e. 

f ) Activation par un choc thermique 

Des plantes de tabac, de generation Rl f con tenant la construction 
10 pSG246, Agees de 5 semaines environ et prealablement s£lectionn£es pour 
leur resistance & la kanamycine sont transferees pendant 2 ou h dans 
une enceinte £ 40*C afin de provoquer un choc thermique. A la fin du 
traitement, les plantes sont immediatement congel6es dans 1* azote liquid 
et leur activite ^-glucuronidase determinee sur 1* ensemble de la partie 
15 aerienne . 

Le meme protocole est applique & des plantes transformees par la 
construction pBI 121 ; 1* activite de ces derni&res n'est pas modi fie e par 
le choc thermique. 

Par contre, les plantes con tenant la construction pSG246 presentent 
20 une forte augmentation d' activite glucuronidase apres le choc thermique ; 
le facteur moyen de stimulation, determine sur plusieurs plantes, est 
voisin de 12. 

g) Expression au cours du developpement et repartition spatiale 
de 1' expression dans la plante 
25 L f utilisation du substrat histochimique de revelation de 1' activite 

glucuronidase, le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-P-D-glucuronide de cyclo- 
hexylammonium (X-gluc) selon la methode d6crite par Jefferson (Plant 
Molecular Biology Reporter, 5 . 387 ♦ 1987). permet de visualiser la 
localisation de l f activite dans les tissus de la plante. 
30 Germination des graines ; 

Au cours de la germination des graines de tabac de generation Rl 
exprimant la glucuronidase sous contrdle du promoteur 246C, 1' express! n 
est non detectable dans les cotyledons, 61evee dans toute la racine et 
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tr6s forte dans les mferist&nes racinaires t caulinaires. Dans la plant 
d6veloppfee la dGtection de l*activit6 glucuronidase a 6t6 relev£e dans 
tous les tissus testes, y compris dans la graine s6che. 

Section 18 : Obtention de plan tea de colza transfonnfees par AgrobacteTtum 
5 Thtzogenes con tenant le plasmide pSG246* • ■$ 

La transformation est r£alis6e selon le protocole de P. Guerche et 
al. (P. Guerche et al., 1987, Mol. Gen. Genet. t 206, 382). Les diffferents 
milieux de culture sont ceux dfecrits par Pelletier et al. (Pe lie tier et 
al., 1983. Mol. Gen. Genet., 191, 244). Leur composition sera explicit^ 
10 par la suite (tableau 2). 

a) Obtention de racines trans formfees 

Des segments de tige sont pr61ev6s sur I'extr6mit6 apicale de 
plantes de colza (Bvassica napus : varigt£s de printemps Brutor et We star 
et vari6t6 d'hiver) de 1 m de haut environ. Ces segments sont st6rilis6s 
15 en surface, rinc6s dans de I'eau sterile, d6coup6s en segments de 1,5 cm 
de long environ et places dans un tube con tenant -le milieu A. 

L* inoculation de I f extr6mit6 de ce segment est effectu6e par d6p6t 
d'une suspension de la souche d' AgrobacteTtum Thtzogenes con tenant 1 
plasmide pSG 246. 

20 Des racines transferases apparaissent sur le segment de tige au 

bout de 1 & 2 semaines, elles sont pr£lev6es et plac&es sur le mili u B 
g£los& (15 g/1) et complements par 500 pg de c£f otaxime/ml . 

b) R6g6n6ration de plantes trans forages 

Des fragments de racines sont incubus pendant 15 jours dans 1 
25 milieu D contenant 3 mg/1 d'acide 2,4-dichloroph6noxyac6tique, puis 
places sur le milieu RCC d 1 induction de bourgeons. Des plantes racintes 
sont ensuite obtenues par passage des bourgeons sur les milieux F et G, 
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Tableau 2 : Composition des differents milieux utilises pour l'obtention 
de plantes de colza trans form §es 



Milieux 
Composition 
(mg/D 


A 


B 


RCC 


F 


G 


D 


NH4NO3 


1 650 




1 650 


1 650 


825 


200 


KNO3 


1 900 


2 500 


1 900 


1 900 


950 


1 250 


(NH4) 2 S0z, 




134 








67 


NaH 2 P04 




150 








75 


KH2PO4 


170 




170 


170 


85 


35 


CaCl 2 2H 2 0 


440 


750 


440 


440 


220 


525 


MgS0i(7H 2 0 


370 


250 


370 


370 


185 


250 


H3BO3 


12,4 


3 


12,4 


6,2 


6.2 


12,4 


MnSOi|4H 2 0 


33.6 


10 


33.6 


22.3 


22.3 


33.6 


ZnS0ij7H 2 0 


21 


2 


21 


8.6 


8.6 


21 


KI 


1.66 


0.75 


1.66 


0,83 


0,83 


1.66 


Na 2 Mo0i,2H 2 0 


0.5 


0,25 


0,5 


0.25 


0,25 


0.5 


CuS045H 2 0 


0.05 


0.025 


0.05 


0,25 


0,25 


0,05 


CoCl 2 6H 2 0 


0,05 


0.025 


0.05 


0.25 


0.25 


0.05 


FeS0Z|7H 2 0 


22.4 


27.8 


27.8 


27.8 


22.24 


27.8 


Na 2 EDTA 


29.84 


37.3 


37.3 


37.3 


29.84 


37.3 


Inositol 


100 


100 


100 


100 


100 


100 


Acide 


0.5 


1 


0.5 


1 


0.5 


1 


nicotinique 














Pyridoxine HC1 


0.5 


1 


0.5 


1 


0,5 


1 


Thiamine 




10 




10 




10 


Glycine 


2 




2 




2 




Glucose 


10 000 


20 000 






10 000 




Saccharose 


10 000 




10 000 


10 000 




20 000 


D-mannitol 




70 000 


10 000 








N.A.A. 




1 


1 


0.1 


0.1 




B.A. 




1 


0.5 


0.5 






2.4D 




0,25 








1 


Adenine Sulfate 












30 


I. P. A 












30 


GA 








0,02 






Tween 80 




10 










Agar 


8 000 




8 000 


8 000 


8 000 




pH 


5.8 


5.8 


5.8 


5.8 


5.8 


5.8 


Gentamycine 


10 












(sulfate) 















FEUILLE DE REMPLACEMENT (RE6LE 26) 
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NAA : acide naphtalfene acetique 
BA : 6-benzyl-aminopurine 

2.4D : aclde dichloro-2 t ^-ph6noxyac6tique 
IPA : N 6 -(2-iso-pentyl) adenine 
5 GA3 : acide gibberellique 

EDTA : acide 6thylenediaminetetraac6tique 

Section 19 : Caract6ristiques de l v expression du g£ne de glucuronidase 
sous cantrdle du promoteur 246C dans lee plantes de colza 

a) Activation par une blessure 

10 L © s feuilles de plantes de colza de generation Rl # renfermant la 

glucuronidase sous contrftle du promoteur 246C ont 6t6 excis6es u 

excis6es et Iac6r6es. 

Une activation faible d'activite glucuronidase est observ6e dans 

les feuilles excis6es ; une activation tr6s forte (6 fois 1* activity 
15 basale) et extr6mement rapide (30 min environ) est consecutive & la 

laceration. 

b) Infection par les champignons phytop&thogdnes 
Parasite foliaire (Alterruxrta brassicae) : 

Des plantes de colza de generation Rl t poss6dant la construct! n 
20 pSG246 sont cultiv6es pendant 3 semaines environ en pot sur du terreau. 
Les plantes sont alors inocuiees localement & l'aide d ! une suspension de 
spores (10 ml, con tenant 1000 spores obtenues apres culture sur le mili u 
geiose PDA) du champignon pathogene Alternaria brassicae, deposees sur 
une blessure r6alisee & l'aide d'une aiguille. Une necrose se developpe 
25 alors autour de cette blessure. 

On observe alors une forte stimulation de l'activite glucuronidase 
(d6tect6e par test & I'aide de X-gluc f Section 17e) dans la feuille 
inocuiee, autour de la zone necrotique. 
Parasite racinaire (Rhizoctonia solani) 
30 I>es graines de colza de generation Rl f transform6es par la 

construction pSG246 sont semees sur un substrat constitue d'un melange de 
tourbe, vermiculite et sable (10: 10: 5t v : v) contenu dans un pot de 1 
litre. Les graines sont recouvertes d'une couche de 1cm de substrat 
con tenant 10 000 propagules viables de Bhtzoctonia solani par gramme. Ces 
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propagules sont obtenus par culture pendant 15 jours d'un souche de 
Bhizoctonta en fiole de Roux sur des grains de riz, suivl d'un broyage k 
une granulometrie inf£rieure k 1 mm. 

Au cours de leur developpement, les pi antes de colza sont attaqu6es 
5 au niveau racinaire. 

On observe une forte stimulation de 1* activite glucuronidase 
(d6tect6e par test k l'aide de X-gluc f Section 17e) dans les racines de 
plantes infectees, comparativement k 1* activity mesuree dans les racines 
de plantes contrdles (mfeme descendance Rl de plantes transform&es mais 
10 non infectfees). De plus, une forte stimulation de 1' activity 
glucuronidase est induite de fagon syst6mique dans les parties a6riennes. 

c) Activation par un choc thermique des plantes de colza de 

generation Rl 

Des plantes de colza, de generation Rl, contenant la construction 
15 pSG246, Agges de 5 semaines environ sont transferees pendant 2 ou 4 h 
dans une enceinte k 40*C afin de provoquer un choc thermique. A la fin du 
traitement, les plantes sont imm6diatement congeiees dans 1' azote liquide 
et leur activite ^-glucuronidase d6termin6e sur l f ensemble de la parti 
aerienne . 

20 Le m6me protocole est applique k des plantes transform6es par la 

construction pBl 121 ; l f activite de ces derniferes plantes n'est pas 

affectee par le choc thermique. 

Par contre, les plantes contenant la construction pSG246 presentent 

une forte augmentation d f activite glucuronidase apr6s le choc thermiqu ; 
25 le facteur moyen de stimulation, determine sur plusieurs plantes, est 

voisin de 12, 

d) Expression au cours du developpement 

Au cours de la germination de graines de colza de generation Rl 
renfermant la glucuronidase sous contr6le du promoteur 246C, on observe 
30 une expression de cette proteine dans les cotyledons ; une expression 
61evee dans toute la racine et trks forte dans les m6ristemes racinaires 
et caulinaires . 
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Une tres fort expression a egalement ete mesuree dans les racines 
et cals trans formes, au cours des etapes de regeneration de plantes 
transgeniques ainsi que dans les diverses parties de la plante (y compris 
les graines matures ) . 
5 Section 20 : Obtention de cals de toumesol transforms par Agrobacterium 

vhtzogenes con tenant le plasmide pSG246. 
La transformation est realisee selon le protocole de Guerche et al 
(Mol. Gen. Genet., 206 , 382, 1987) initialement mis au point pour la 
transformation du colza. Les differents milieux de culture sont ceux 
10 decrlts par Pelletier et al. (Mol. Gen. Genet. 191, 2M. 1983) 1 ur 
composition a ete explicitee (tableau 2). 

Des hypocotyles de tournesol sont obtenus par germination pendant 7 
a 10 jours de graines sur de la vermiculite. Ces graines sont place s 
dans une chambre de culture, les conditions 16 h d'eclairement a 20*C/8 h 
15 d'obscuritfe a 17' C. Les hypocotyles sont sterilises en surface, rinces 
dans de l'eau sterile et places dans un tube contenant du milieu 
Murashige et Skoog, dont la concentration en macroelements est reduite de 
moitie. 

L ' inoculation de l'extremite de ce segment est effectuee par depot 
d'une suspension de la souche d* Agvobacteviim rhisogenes contenant 1 
plasmide pSG246. 

Des racines transformees apparaissent au bout de un mois, elles 
sont prelevees et placees sur le milieu B gelos6 (15 g/1) et complemente 
par 500 ug de cefotaxime/ml pendant 4 semaines avec un repiquage 
25 hebdomadal re. Elles sont ensuite cultivees dans le meme milieu liquide en 
agitation (100 tours/min) et repiquees tous les mois. Le passage de c s 
racines dans le milieu D, permet la formation de cals a partir des 
racines transformees. 

L'activite glucuronidase des racines cultivees dans le milieu B 
liquide et de cals cultives sur le milieu D, estimee par fluorimetri , 
presente des valeurs tres importantes, comprises entre 10** et 105 pmoles 
de methylumbelliferone formee/min/mg de proteines. 



20 



30 
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Section 21 : Expression transitoire du gSne de la glucuronidase s us 
contr&le du promo teur du gene 246C dans des embryons 
immatures de Tournesol. 
Les embryons immatures des plantes mferes au champ du genotype 105 
5 ont 6te prfeleves et mis en culture pendant lk jours sur le milieu I 
(tableau 3) A 25° C et 4 I'obscuritS. Ces embryons sont ensuite cultiv6s 
pendant 3 jours sur le mileu II k 25* C sous une photop6riode de 16 
heures par jour/ 8 heures par nuit. Une vingtaine d' embryons sont ensuite 
deposes c0te-A-c6te sur le milieu III. 
10 Preparation du vftr teup pSG123 - 

Celle-ci est r£alis£e selon le protocole d6crit en Section 10. 
Transformatio n du materiel v6g6t*l ; 

L f introduction de l'ADN plasmidique (vecteur pSG123) dans les 
cellules v6g6tales est r6alisfe par utilisation du canon k particules 
15 construit sur le principe d6crit par Zumbrunn (Zumbrunn et al. 1989 
Technique 1(3) 204-216). L'ADN plasmidique - est adsorb^ sur ds 
microparticules de tungstSne k raison de 4pg/mg de tungsttoe. 2 # 5mg du 
mfelange tungst£ne/ADN sont alors d6pos£s sur un macroprojectile qui est 
acc£l£r& par l 1 explosion d'une cartouche. 
20 L'Scrasement du macroprojectile sur une plaque d # arret perc6e d'un 

trou permet de projeter les microparticules de tungsttoe et l'ADN dans 
les cellules. 

MeBUre de 1' expression transitoire 

L f ADN adsorbfe sur les microparticules de tungst6ne qui ont p£n6tr6 

25 dans les cellules vfegStales est libferfe ; le g£ne chim6rique associant le 
promoteur du gdne 246C k la glucuronidase est alors transcrit puis 
traduit. La glucuronidase obtenue est alors visualisge par le test 
histochimique d6crit par JEFFERSON et al, 1987 Plant Molecular Biol gy 
Reporter 5.387. en utilisant le substrat 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-0-D- 

30 glucuronide de cyclohexylammonium (X-gluc). Les cellules exprimant le 
g£ne prgsentent alors une coloration bleue. 

Le comptage du nombre de cellules bleues obtenues par bolte de 
Petri au cours d'une experience d* expression transitoire permet d 



BNSDOCID:<WO 9421793A1> 



WO 94/21793 PCT/FR94/00316 

39 



compter le nombre de cellules transferases et d'estimer 1* expression de 
la construction chimferique testae. 

L' expression transitoire mesurfee en utilisant le substrat X-gluc. , 
48 heures aprfes le bombardement k I'aide du canon k microparticul s 
5 montre que le gfene de ^-glucuronidase s'exprime dans les embryons 
immatures de Tournesol, 

L'intensitfe est plus forte que celle induite par 1 1 utilisation du 
plasmide pBI221 (Clontech) f dans lequel le gfene de glucuronidase st 
place sous contrdle du promoteur 35S du virus de la mosaique du choux- 
10 fleur. 

Le nombre de cellules transformfees exprimant le gfene de 
glucuronidase sous contrfile du promoteur du gfene 246C est voisin de 140 
par boite (valeur moyenne de 4 expferiences) alors que le nombre de 
cellules transformfees est de 60 par boite (valeur moyenne de 4 ^ 

15 expferiences) en presence du plasmide pB1221 dans lequel le gfene d s 
glucuronidase est placfe sous contr61e du promoteur 35 S du virus de la # 
mosalque du choux-fleur. 

Les embryons sont ensuite fegouttfes sur du papier filtre stferil f 
puis remis en culture sur le milieu II k l'obscuritfe pendant 3 jours. Les * 

20 embryons sont alors brifevement rincfes par du milieu Murashige et Sk og • 
liquide (Murashige et Skoog, 1962, Physiol. Plant 15 : 473) contenant 500 .* 
mg/1 de l'antibiotique cfefotaxime. lis sont ensuite fegouttfes sur du 
papier filtre stferile et mis en culture sur du milieu III contenant 250 
mg/1 de cfefotaxime. 250 mg/1 de carbenicilline et 50 mg/1 d 

25 paromomycine. Cette culture s'effectue k 25 *C sous une photopferiode de 16 
h jour / 8 h nuit ; les tissus vfegfetaux sont repiqufes tous les 21 jours 
sur ce mfeme milieu. 

Les bourgeons nfeoformfes k partir de ces tissus sont transfferfes sur 
le milieu IV, sous les mfemes conditions de tempferature et photopferiod . 
30 Les plantes enracinfees sont ensuite mises k pousser en serre. 
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Section 22 : Expression de la ^-glucuronidase t sous contrdle du pronoteur 
246C dans les plant s de Tournesol transf rm6es. 

Les plantes exprimant la construction pSG246 ont une expression d 
la glucuronidase au moins &gale k celle obtenue avec des plant s 
transf orm^es & I'aide de la construction pBI121. 
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Tableau ^ : Composition des differents milieux utilises pour . 



l'obtention d pi antes de t urnesol trans fonnees 



Milieux 


I 




TTT 

XXX 


TV 
XV 


KNO, 


2500 


2500 


1Q00 




NHi| NO, 






1650 


16*50 


CaCl? 2H?0 


150 


150 


440 


440 


MgS0u,7H?0 


250 


250 


370 




KHp POi! 






170 


170 


(NHiib SOU 


134 








NaHpPOa.HpO 


150 


1*50 






ZnS0lj,7H ? 0 


2 


2 




0 , 0 


BO, 






6 2 

Oft 


0, ^ 


KI 


0 75 


U, 


fi ft3 


n ft? 


CuS0ii t 5Hp0 




n n^K 




0,025 


NapMo0a,2Hp0 






u.o 


0,25 


CoCl?, 6H?0 




u,u^t> 




O,025 


Mn SOii, 4H?0 


1 n 


xu 


22,3 


22,3 


Nap EDTA 


3/ ij 


j/t j 


37 1 3 


37,3 


FeS0ii t 7Hp0 


P7 ft 
fc/ «o 


9*7 ft 


27 ♦© 


27,0 


Ac • nicotinique 


1 
X 


— 4 

X 


0,5 


0,5 


Thiamine HC1 


1 n 

XU 


XU 


0,1 


n 4 

0,1 


Pyridoxine HC1 


X 


X 


0,1 


0,5 


Mvo-inositol 


HUUU 


hf\f\f\ 
fOOO 


4 AA 

100 


100 


L xr 1 vc in© 








2 


L~ a1 anine 


1000 


<• Ann 

1000 






L-arlu t amine 


ouu 






1 


L-serine 


xou 


XOO 






L— trvntftphflno 


en 


50 






L-cystfeine 


XU 


XU 






Ca-D-panthot6nate 






0,0 




Ac • f olique 






0.1 




Chi. de choline 






0,1 




Ac p-Aminobenzoique 






0.05 




Riboflavine 






0.05 




Saccharose 


120 000 


60 000 


30 000 


30 000 


Ac . Dichloro-2-4-phenoxyac6tique 


2 








6-Benzylaminopurine 




0.4 






Kinfetine 






1 




Ac . indoleacetique 








0,05 


Agar 


7000 


7000 


7000 


8000 


PH 


5.7 


5.8 


5.7 


5.7 
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S ction 23 : Protocole d 1 1 expression dans les tissue de monocotyiedones 
du g&ne de la 0-glucuronidase , sous contr61e du promo teur 
246C 

Obtention du materiel v6getal : 
5 Des graines du genotype d'orge GERBEL sont mises k germer en serre 

sur de la vermiculite. Au bout de 7 jours, les feuilles et les racines 
ont 6t6 pr£lev6es et plac6es sur une boite de Petri con tenant du milieu 
Murashige et Skoog g61os6 pour les experiences d' expression transitoire. 

Des embryons immatures de Mais sont pr§lev6s 10 k 14 jours apr£s 
10 pollinisation k partir de pieds meres (lignfee LH132) cultiv6s en serre. 
Les embryons sont places cfite axe embryonnaire en contact avec le milieu 
d' induction (composition donnfee dans le tableau 4 ci-apr6s) puis sur le 
milieu d f entretien (tableau 5)# 3 semaines plus tard. Les cals obtenus 
sont repiques toutes les semaines. Les experiences d' expression 
15 transitoire sont r6alis£es quelques heures aprds le repiquage. 
Preparation du ve^ir oSG12^ - 

Celle-cl est r6ali&ee selon le protocole decrit en Section 10. 
Transformation du materiel vestal * 

L 1 introduction de 1'ADN plasmidique (vecteur pSQ123) dans 1 s 
20 cellules v6g6tales est r6alis6 par utilisation du canon k particul s 
construit sur le principe decrit par Zumbrunn (Zumbrunn et al. 1989 
Technique 1 (3) 204-216) • L'ADN plasmidique est adsorbfe sur des 
microparticules de tungstene k raison de 4 pg/mg de tungstene. 2,5 mg du 
melange tungstene/ADN sont alors deposes sur un macroprojectile qui est 
25 acceiere par l f explosion d'une cartouche. 

L'ecrasement du macroprojectile sur une plaque d' arret percee d , un 
trou permet de projeter les microparticules de tungstene et l'ADN dans 
les cellules. 

Mesure de l^xoreBBion transitoire « 
30 L'ADN adsorbe sur les microparticules de tungstene qui ont p6n6tr£ 

dans les cellules v6g6tales est Iib6r6 ; le g6ne chim6rique associant le 
promoteur du g6ne 246C k la glucuronidase est alors transcrit puis 
traduit. La glucuronidase obtenue est alors visualisee par le test 
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histochimique d6crit par JEFFERSON et al t 1987 Plant Molecular Biology 
Reporter 5.387. en utilisant le substrat 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-0-D- 
glucuronide de cyclohexylammonium (X-gluc) . Les cellules exprimant le 
g&ne prgsentent alors une coloration bleue. 

5 Le comptage du nombre de cellules bleues obtenues par boite de 

Petri au cours d'une experience d 1 expression transitoire permet de 
compter le nombre de cellules transform&es et d'es timer 1' expression de 
la construction chimgrique testae. 

T AmgA V *t : Milieu d 1 induction de cals de Mais & partir d'embryons 

0 immatures (en og pour 1 litre) 



MgSOijt 7H2O 


370 


CaCj-2 1 2H2O 






1 900 




1 650 


KH2PO4 


if U 


Na 2 Mo04. 2H2° 


0,25 


C11SO4, 5 H 2° 


0,025 


MnSO^. H 2 0 


16.75 


H^BO^ 


6.2 


Z11SO4, 7H2O 


8.6 


KI 


0.83 


CoCl 2 . 6H 2 0 


0,025 


FeEDTA 


65.I 


Saccharose 


20 000 


Hydrolysat de caseine 


100 


L-proline 


5 800 


Glycine 


2 


Acide nicotinique 


0.5 


Pyridoxins HC1 


0.5 


Inositol 


100 


Thiamine HC1 


0.1 
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Acide abscissique 


0.06 


Chloramben 


4.12 


Phytagel 


3000 


pH = 5.7 Autoclavage 20 min a 120*C 


tart.ra|i ^. Milieu d'entretien des cals de Mais 

(en mg pour 1 litre) 


MgSCty, 7H 2 0 


370 


CaCl 2 . 2H 2 0 


440 


KNO^ 


1 900 


NHqNO^ 


1 650 


KH2PO4 


170 


Na 2 MoOi,. 2H 2 0 


0.25 


C11SO4. 5H 2 0 


0.025 


MnSO^, H 2 0 


16.75 


H^BO^ 


6.2 


ZnSO/t, 7H 2 0 


8.6 


KI 


0.83 


CoCl 2 , 6H 2 0 


0.025 


FeEDTA 


65.1 


Saccharose 


20 000 


Hydrolysat de caaeine 


100 


L-proline 


2 900 


Glycine 


2 


Acide nicotinique 


0.5 


Pyridoxine HC1 


0.5 


Inositol 


100 


Thiamine HC1 


0.1 


Dicamba (Banvel®) 


0.002 


Gelrite 


3 000 



PH = 5.7 Autoclavage 20 min k 120 # C 
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Section 24 : Expression trans itoi re du gene d la 0-glucuronidas sous 
contrdle du promo teur du gene 246C dans lea tissue d'org 
et les cals de Mais 
L • expression trans itoi re mesuree en utilisant le substrat X-gluc. 
5 48 heures apres le bombardement k l'aide du canon k microparticules 
montre que le gene de 0-glucuronidase s'exprime dans les feuilles et les 
racines d'orge et egalement dans les cals de Mais. 

L f intensity de 1' expression est aussi forte que celle induite par 
l f utilisation du plasmide pBI 221 (Clontech) , dans lequel le gene de 
10 glucuronidase est place sous contrdle du promoteur 35S du virus de la 
mosaique du choux-fleur. 

Le promoteur du gene 246C du tabac est done capable de diriger 
I 1 expression d'un gene dans les monoco tyledones ♦ 

Section 25 : Construction d'un plasmide pla<?ant le gene de la chitinase 
15 tomate- tabac sous le contrdle du promoteur inductible et 

expression de celui-ci dans le tabac 
a) Preparation de la s6quence promotrice 

Le plasmide pSG123 d6crit precedemment est digere k l'aide des 
endonuclfeases Hind III et Sea I. Aprds electrophorese sur gel d'agaros . 
20 le fragment Hind III - Sea I de 2088 paires de bases contenant tout 1 
promoteur inductible k 1" exception des 57 paires de bases situe s 
immediatement en amont de l'ATG est purifie. 

La ligation de ce fragment purifife, de 1 • oligonucleotide d 
syn these Sea I - Bam HI de 62 paires de bases de sequenc 
25 [SEQ ID NO : 15] et d'un vecteur pTZ 19R (Pharmacia) linearise gr&ce aux 
endonucl6ases Hind III et Bam HI a donne nalssance au plasmide pPH 111. 

A partir de ce plasmide pPH 111 par coupure k I'aide des 
endonucl6ases Hind III - Bam HI, puis electrophorese sur gel d* agarose, 
le fragment Hind III - Bam HI de 2150 paires de bases contenant 1 
30 promoteur inductible dans son entier est isolg. 

b) Preparation du fragment portant un gene hybride codant pour 
une proteine k activite endochitinase 



BNSDOCID:<WO 9421793A1> 



WO 94A21793 PCT/FR94/00316 

46 



Le fragment BamHI - EcoRI provenant du plasmide pBRl d6crit dans la 
demande de brevet EP-493 58l, Exemple 1 et contenant un g6ne chimferique 
codant pour une protfeine & activity endochitinase [SEQ ID NO : 16] t qui 
comprend la sequence codant pour une endochitinase hybride tomate-tabac 
5 (en position 438-1587) et le terminateur NOS, est purifi6. 

c) Clonage dans le vecteur binaire pBIN 19 
On a ligufe & l'aide de l'ADN ligase T4 la sequence promotrice (cf. 
ci-dessus) la sequence codant pour la chitinase et la sequence 
terminatrice, dans le vecteur binaire pBIN 19 (Be van, 1984, Nucl. Acids 
10 Res., 12, 8711-8721), ouvert k l'aide des endonuclfeases Hind III et 
EcoRI. Ce vecteur porte deux g&nes de resistance & la kanamycine, l'un 
pouvant s'exprimer dans les bactgries, 1' autre situ6 immfediatement en 
amont du ggne recombinant complet pouvant fitre transf6r6 aux cellul s 
v6g£tales . 

!5 Le vecteur obtenu, appelg pBR 20, est clon& dans la souche £. col* 

HB 101 (Clontech). 

2) Transformation &' Agrobactevium time fac tens 

La transformation de la souche d' Agrobactextum tumefac iensLBA 4404 
(Clontech) est r£alls£e selon la mgthode de cong61ation-d6cong61ation 
20 dfecrite dans Plant Molecular Biology Manual (Gelvin et al, op. cit6) 
(r6sumfe en section 14) & partir de 1 mg de plasmide pBR20. 

3) Transformation du tabac 

Du tabac Ntcotiana tabacum cultivg in vitro a 6t6 infects par 
Agrobacteriun tumefac tens contenant le plasmide pBR 20 selon la procedure 
25 de Horsch et al. , bien connue de l'homme du metier (Horsch R.B. et al., 
1985 Science 227, 1229-1231), dont les principales 6tapes sont expostes 
ci-apr&s . 

Des disques de feuilles de plantes ax6niques de tabac Ntcotiana 
tabacum (vari£t6 Wisconsin Havana 38) sont incub6s dans une culture d'A. 
30 tumefactens h£bergeant le plasmide pBR 20. Les disques 6goutt6s sur 
papier Whatman sont mis en culture sur des milieux de culture en boit s 
de P6tri afin de multiplier les cellules transferases de fagon & obtenir 
des cals. Ces cals sont ensuite transf£r6s sur du milieu contenant de la 
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cefotaxime A 500 mg/ml destinAe A dAcontamin r les tissus vAgAtaux 
(Elimination des Agrobactevium time fac tens) et de la kanamycine A 100 
mg/ml pour s&lectionner le materiel transgAnique. 

M*gg en Avidence de 1' expression de la proline A flnM vitA endochitinase 
5 dans les tabacs transgAnioues 

a) Preparation des extra! ts bruts de pro tAines de tabac 

transform^ 

Les ex traits bruts de protAines ont AtA prAparAs A partir de 
diff6rents tissus de la plante (racine, tige, feuille, etc . ..). Les 

10 fragments de tissus ont AtA congelAs dans l 1 azote liquide, rAduits en 
poudre et stockAs A -20*C. La poudre a AtA extraite A 4 # C en prAsence 
d'un tampon acetate d' ammonium 0,1 M pH 5,2 et soumise A une 
centrifugation A 10 000 g. La concentration des pro twines totales a AtA 
dAterminAe sur les surnageants, appelAs ci-aprAs les ex traits bruts de 

15 protAines en suivant la technique de Bradford (Bradford, M.M., 1976 Anal. 
Biochem., 72, 248-25*0. 

b) Mise en Evidence de la chitinase hybride par immuno-empreint 

(Western Blot) 

On soumet les extraits bruts de protfeines A un Western bl t, 
20 technique bien connue de 1'homme de I'art et dAcrite par H. Towbin et al. 
(Proc. Ntl. Acad. Sci. USA, 76, 1979. 4350-435**). 

L v immunodetection de la protAine d'intArAt se rAalise grAce A un 
immunsArum contenant des anticorps polyclonaux reconnaissant la protAine 
hybride A activitA chitinase (cf. EP-493 581, section 5). 
25 Le complexe antigAne-anticorps est ensuite rAvAlA A l'aide d'un 

systAme st rep tavidine-bio tine conjuguA A la phosphatase alcaline avec le 
kit RPN 23 d'Amersham (Plotting detection kit"), utilisA selon 1 s 
indications du fabricant. 

L'empreinte obtenue montre, pour les feuilles de plan tea de tabac 
30 transformAes par le plasmide pBR 20, la prAsence d*une protAine de poids 
molAculaire apparent d* environ 26 * 6kDa reconnue par les anticorps 
polyclonaux et absente des feuilles des plantes de tabac tAmoins. Cette 
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prot&ine a le m&me poids mol6culaire apparent que la prot£ine hybride A 
activity chitinase d6crite dans la demande EP-493 581, 

Section 26 : Localisation des sequences minimales du promoteur 246C 
responsables des caract6ristiques d6crites 
5 A partir du vecteur pSG123, associant le promoteur du g6ne 2k6C au 

g6ne de la ^-glucuronidase , diffferentes d616tions ont 6t6 effectufees dans 
la region 5 f de ce promoteur. Celles-ci ont 6t6 obtenues soit par 
utilisation d f enzymes de restriction et/ou de la nuclease Exo3. 
L 1 extension precise des d616tions a 6t6 dfeterminte par s6quencage sel n 

10 la mfethode de Sanger. La figure 3 pr6sente les dlff6rents vect urs 
obtenus & l'aide de ces d&lgtions de la partie 5* du promoteur, compt6es 
k partir du site d' initiation de la transcription en position 2068. 

a. Etude de la force du promoteur 246C par expression 
transitoire dans des protoplastes de tabac. 

*5 Ces vecteurs ont 6t6 utilises en expression transitoire sur des 

protoplastes de tabac qui ne re^oivent aucun effecteur. L' analyse des 
rteultats montre 4jue 1 ( expression maximale est obtenue avec les vecteurs 
pSG 251 et pSG 33, atteignant 30 000 pmol de m6thylumbellif6rone 
form6e/min/mg proteine. Des deletions plus isportantes effectuees dans ce 

20 promoteur (correspondent aux vecteurs pSG29, pSG23, pSG451, pSG2 f pSG2<l t 
PSG3, pSGl ont pour consequence une reduction de 1* expression de la 
glucuronidase d'autant plus grande que la deletion est importante 
( tableau ci-dessous ) . 
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D616tions successives de pSG123 Activity GUS (pMoles/min/mg) 



T6moin 


0 


PBI221 


- 1000 


PSG123 


5000 


pSG251 




PSG33 


31000 


pSG29 


26000 


pSG23 


22000 


pSG^51 


10000 


pSG2 


4000 


P SGl4 


1000 


pSG3 


0 


pSGl 


0 



Les vecteurs pSG 251 et pSG 33 correspondent respectivement aux 
promoteurs comprenant la sequence (B) [vecteur pSG 33] et la sequence (C) 
5 [vecteur pSG 251] respectivement. 

b. Etude de la force du promo teur par expression stable de 
constructions chim6riques renfermant des promoteurs d616t6s, dans des 
tabacs transggniques . 

Pour chacun des vecteurs dgcrits par la figure 3 le gdne chim6riqu 
10 associant le promoteur (complet ou tronqu£) & la partie codante de la 
glucuronidase et le terminateur N0S a 6t6 purifi6 sur gel d* agarose aprgs 
coupure par des endonucl6ases de restriction Hind III et EcoRI. Dans 
chacun des cas f le ggne chimferique a 6t6 introduit et ligufe dans le 
vecteur binaire pBIN19 (Clontech) prfealablement ouvert aux sites Hind III 
15 et EcoRI (Section 13). 

Le tabac, Nicotians tabacum cultivg in vitro a 6t6 infects par 
Agrobaet^vium twnefactens con tenant les diff6rentes constructions 
d6c rites ci-dessus. La procedure suivie est celle d§crite & la Secti n 
15. 
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L ! activity glucuronidase st la moyenne d s mesures ffectue s sur 
10 & 20 transformants independents. En 1* absence d'inducteur. l'activitfe 
glucuronidase de base des differents genotypes n'est pas sensiblement 
affectee par les deletions pour les constructions allant de pSG251 k 
5 pSG451 : elle est sensiblement identique k celle de genotypes renfermant 
la construction pSG123 (fig. 3). Par contre, pour les constructions pSG2 t 
pSG24, pSG3» pSGl, 1* expression est d'autant plus faible que la longueur 
du promoteur est courte : les expressions pour pSG3 et pSGl 6tant nulles. 
En presence d'inducteurs bacteriens (voir section 17), les plantes 

10 contenant les constructions pSG251 et pSG33 ont une expression stimuiee 
par un facteur 3 par rapport k la construction pSG123. Ceci indique qu 
la partie deietee correspondant k la sequence D [SEQ. ID No. 6] contient 
une sequence diminuant 1* indue tib ill te du promoteur 246 C par contre la 
sequence B [SEQ. ID No. 4] seul, ou en presence de la sequence C [SEQ. ID 

15 No. 5] autorise une indue tibilite sup6rieure k celle de la sequence du 
promoteur 246 C (sequences B+C+D) . — - 

L' expression est par contre inchang6e pour les genotypes contenant 
les constructions pSG29 et pSG23 par rapport aux genotypes renfermant 1 s 
constructions pSG123» 

20 Pour les genotypes contenant les constructions pSG451 9 pSG2 9 pSG24, 

pSG3» pSGl. 1* indue tibilite est systematlquement inf6rieure k celles des 
genotypes renfermant la construction pSG123 : elle est d'autant plus 
faible que le promoteur est court et s'annule pour les plantes renfermant 
les constructions pSG3 et pSGl. 

25 Ces resultats indiquent que la sequence D [SEQ. ID No. 6] comp rte 

une information de type "silencer 9 * qui inhibe partiellement 
1 ' indue tibilite du promoteur complet (sequences B+C+D) 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) OEPOSANTS: 

(A) NOM: ELF SANOFI 

(B) RUE: 32-34 rue Marbeuf 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 75008 

(G) TELEPHONE: 40.73. 40.73 



(A) NOM: ELF AQUITAINE 

(B) RUE: Tour Elf -002 Place de la Coupole La Defense 6 

(C) VILLE: COURBEVOIE 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 92400 

(G) TELEPHONE: 47.44.45.46 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: PROMOTEUR VEGETAL, MICROORGANISMES ET 
CELLULES VEGETALES CONTENANT UNE UNITE D ' EXPRESSION D'UNE 
PROTEINE D'INTERET COMPRENANT LEDIT PROMOTEUR 



(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 18 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 631 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
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(vii) SOURCE IMMEDIATE: 
(B) CLONE: 246 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: join(1..177. 368.. 631) 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: intron 

(B) EMPLACEMENT: I78..367 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: misc-signal 

(B) EMPLACEMENT: 175..182 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /fonction= "sequences consensus 
d'epissage" 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: misc-signal 

(B) EMPLACEMENT: 323.-333 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /fonction= "sequences consensus 
d'epissage" 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: misc-signal 

(B) EMPLACEMENT: 363.. 368 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /fonction= "sequence consensus 
d'epissage" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

ATG AAC CCT GTT CAC AAA AAG ATC CCT ATT TTG ATT CAC AAT ACT AAA 48 
Met Asn Pro Val His Lys Lys lie Pro lie Leu lie His Asn Ser Lys 

15 10 15 

GCC ATT TGT GAG TCT CTA AAC ATT CTT GAG TAC ATT GAT GAA GTC TGG 96 
Ala lie Cys Glu Ser Leu Asn lie Leu Glu Tyr lie Asp Glu Val Trp 
20 25 30 

CAT GAC AAA TGT CCA TTA CTT CCT TCT GAT CCT TAC GAA AAG TCA CAA 144 
His Asp Lys Cys Pro Leu Leu Pro Ser Asp Pro Tyr Glu Lys Ser Gin 
35 40 45 
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GCC AGA TTC TGG GCC GAC TAT ATT GAC AAG AAG GTAATAAACA TCTCACAAAG 197 
Ala Arg Ph Trp Ala Asp Tyr lie Asp Lys Lys 
50 55 

ACTTAACAGT CAATGTAACA TGACCTTTAC TAAGTTCATC TTGTGTAGTT TCACCGAGCT 257 
GTTTAAGGTC GTCGTACATT TGAATATTAG GTGTTTCACA TTTGAATTTT TTTATCCCCT 317 
TGTTAGAATT CCTGATTCTG TCAATACTTA TGGACGTTGG TTTAATGCAG ATA TAT 373 

He Tyr 
60 

AGC ACA GGA AGA AGA GTG TGG AGC GGT AAA GGT GAA GAT CAA GAA GAA 421 
Ser Thr Gly Arg Arg Val Trp Ser Gly Lys Gly Glu Asp Gin Glu Glu 
65 70 75 

GCA AAG AAG GAA TTC ATA GAA ATA CTC AAG ACT TTG GAA GGA GAG CTT 469 
Ala Lys Lys Glu Phe He Glu He Leu Lys Thr Leu Glu Gly Glu Leu 
80 85 90 

GGA AAT AAA ACT TAC TTT GGT GGT GAT AAT CTG GGT TTT GTG GAT GTG 517 
Gly Asn Lys Thr Tyr Phe Gly Gly Asp Aan Leu Gly Phe Val Asp Val 
95 ICO 105 

GCT TTG GTT CCC TTT ACT ACT TGG TTT TAT TCT TAT GAG ACT TGT GCA 565 
Ala Leu Val Pro Phe Thr Ser Trp Phe Tyr Ser Tyr Glu Thr Cys Ala 
110 115 120 125 

AAC TTT ACT ATA GAA GCA GAG TGT CCA AAG CTG GTG GTA TGG GCA AAA 613 
Asn Phe Ser He Glu Ala Glu Cys Pro Lys Leu Val Val Trp Ala Lys 

130 135 140 



ACA TGT ATG GAG AGC GAG 
Thr Cys Met Glu Ser Glu 



631 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1*»7 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(li) TYPE DE MOLECULE: protein 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
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Met Asn 
1 

Ala He 

His Asp 

Ala Arg 
50 

Arg Arg 

65 
Glu Phe 



Pro Val 

Cys Glu 
20 

Lys Cys 

35 
Phe Trp 

Val Trp 

He Glu 



Thr Tyr Phe Gly 
100 

Pro Phe Thr Ser 
115 

He Glu Ala Glu 

130 
Glu Ser Glu 
145 



His Lys Lys 
5 

Ser Leu Asn 

Pro Leu Leu 

Ala Asp Tyr 
55 

Ser Gly Lys 
70 

He Leu Lys 
85 

Gly Asp Asn 

Trp Phe Tyr 

Cys Pro Lys 
135 



lie Pro 

lie Leu 
25 

Pro Ser 

40 
lie Asp 

Gly Glu 

Thr Leu 

Leu Gly 

105 
Ser Tyr 
120 

Leu Val 



lie Leu lie 
10 

Glu Tyr lie 

Asp Pro Tyr 

Lys Lys lie 
60 

Asp Gin Glu 
75 

Glu Gly Glu 
90 

Phe Val Asp 

Glu Thr Cys 

Val Trp Ala 
140 



His Asn Ser Lys 
15 

Asp Glu Val Trp 

^ 30 

Glu Lys Ser Gin 
45 

Tyr Ser Thr Gly 

Glu Ala Lys Lys 
80 

Leu Gly Asn Lys 
95 

Val Ala Leu Val 
110 

Ala Asn Phe Ser 
125 

Lys Thr Cys Met 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 441 palres de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineal re 

(11) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(ill) HYPOTHETCQUE: NON 

(vli) SOURCE IMMEDIATE: 
(B) CLONE: 246 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

ATGAACCCTG TTCACAAAAA GATCCCTATT TTGATTCACA ATAGTAAAGC CATTTGTGAG 60 

TCTCTAAACA TTCTTGAGTA CATTGATGAA GTCTGGCATG ACAAATGTCC ATTACTTCCT 120 

TCTGATCCTT ACGAAAGGTC ACAAGCCAGA TTCTGGGCCG ACTATATTGA CAAGAAGATA 180 

TATAGCACAG GAAGAAGAGT GTGGAGCGGT AAAGGTGAAG ATCAAGAAGA AGCAAAGAAG 240 

GAATTCATAG AAATACTCAA GACTTTGGAA GGAGAGCTTG GAAATAAAAC TTACTTTGGT 300 

GGTGATAATC TGGGTTTTGT GGATGTGGCT TTGGTTCCCT TTACTAGTTG GTTTTATTCT 360 

TATGAGACTT GTGCAAACTT TAGTATAGAA GCAGAGTGTC CAAAGCTGGT GGTATGGGCA 420 

AAAACATGTA TGGAGAGCGA G 441 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1096 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

TCAAATGAAA TACACATAAG AAGCACATAA ATTTAAATGC CGTATTAAAC TTACAGTATA 60 
CTATAGCGGA AGTTGGCTTG ATAAAGGAAC GCTGAGGAGA GTAGCCGATG GTGAAACACT 120 
AACATCAAGT GCAAAAGAAA GAAAAACTGA AAACAGAAGA TGAATGTTTG AAGTGGGTAA 180 

AAGATTACTT AAAAGATAGG TTTGGTTAAC AAATGATTGT GACTGTTACG AAGCAGTGTG 2**0 
AACCGTTGGG ACTTTTAATA TTCTTCGGCA GAAGAACATT GCTCTTTCCA CGTATGTAGT 300 

CTTTGTCTAC TTGTAGTTTT TTTTAATTTA AATTAAATAA GTTAATTAGA GAAATAATAA 36O 

GAAGGATATT TTAGTAATTC AACTTTTAAC TTTTAGGTTT CCCACTTATA- ATATAATATA i|20 

GATATAGTTT TTTTTAATTT AAATTAAATA AGTTAATTAG AGAAATAATA AGAAGGATAT 480 

TTTAGTAATT CAACTTTTAA CTTTTAGGGT TTCCACTTAT AATATAATAT AGATATAGAT 5*»0 

ATAGATATAG ATATAGATAA AGATATATAG ATATAGATAG ATAATATAGA TGGATGAGTC 600 

ATTGGCGATA AAGTGAGGAT TGTTTCATTT TTGTTATTAA AAACTTACTA CTCCTTAAAT 660 

ATAAAATATG ATTCCTTTTA AAAAAGAAAT AGAATAAAAA TAAAGATAAA ACACTAAAAA 720 

TAAATTAATT GTCTAGACAA AATCTACCGT TCACCTCAAT TAATACACAT CCCCGTCCAC 78O 

ATCATGAAGT AGCTAGCACA AGCGTACAGA TCAGTTGAAA GAAGAAAAGG GTCCAGTCCT 840 

AAATATCCAA ATGTTCATGA AAGGAGGACA ACTTAGTTTT TTCTACTAGA AAGAATATTT 900 

TGACGAATTT CGTTCACATT GGCATGCTTT AATTATATTA AGTAGTCTTT CTTGGAAAAG 96O 

AAGTATTTGC AATATCAAAC CAAATCTTCC CATTACGCAA GCAATGACAT CTAAGCAAAT 1020 

ATATATCACT ATAAATAGTA CTACTAATGT TCAATGACTT TTATAAGCAC TACATATATA 1080 

TACTCAAACA AAAAGA IO96 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 236 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

CCTTTTTCGA TTCTAATCCA ATCAATTCAA CAGTGTAAGG TQAAGCAGTC AATTTAAAGG 60 

AAGGCCTTTA AATTCTAAAA TATTGTACTT TTCCTGCGCT TCTAAAAGTG AACGACAAAG 120 

AAAAAATAGT TATTCTTGAA CTTAATATTG TACAATAGGA TAAATTTTAA CTATCTATAA 180 

AAAGAGAACA AAACCTTAAT CTCTTCAAAA TAATATTATA AGAAGTAACA TAATTG 236 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 813 p aires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 



GAGCTCGGCA 


AGGCTGACCA 


AAGTCACAGA 


AGCGATTGGA 


ATTCGCAGGA 


CAGACCATGC 


60 


ACCTGCGCAC 


AAAATGTCGT 


AGGTGCGACA 


CACCAGAACC 


AGCACTGGGC 


AGCAGGTTTC 


120 


AATTGCTCTG 


TGGCTCGTTT 


GAAACTCATC 


CGAGCCACTC 


ATGACCTCGT 


CCGAATATTT 


180 


CAACAAGTCC 


ATAAACATAA 


TACGGACATA 


CTCGGGGTTT 


CACTTCACGT 


CAAACAACAT 


240 


CAAAATTACA 


AATCACACCC 


CGATTCGAAC 


CTTGAGTTTT 


AAACTTTTCA 


ATTTGCAAAT 


300 


CTCGTGCCAA 


AACATATTAA 


ATGAATCCGG 


AATGACTTCA 


AATTTATAAA TGACATAACG 


360 


GAGTTGTTCA 


AATTFCCAGA 


ATCAGATTCT 


GCCTTTGATA 


TCAAAAAGTC 


AACCCCGTGA 


420 


TCAAACTTGG 


mttltitag 


CCTTTAAATT 


GCTAUTTTTC 


GTTAAATGGT 


CATAACTTGA 


480 


GCTATGGACC 


TCCAAATTAA 


ATTTCGGGCA 


TACGCTCAAA 


TCCCAATTAC 


GAATACGGAG 


540 


CTACCGGACT 


GTCAAAATAC 


TGATCCGGGT 


CCGTTTGCTA 


AAAACGTTGA 


CCAAAGTCCA 


600 


CTAAGTTGAG 


TTTTAAAACT 


TTATTTCACA 


TTTTAATCCA 


'ITITITACAT 


GAAAACTTTC 


660 


CGGAAAATAC 


GGAGTATGCA 


CGCAAGTCGA 


GGAATGATAA 


ATGGTACGTT 


TCGAAGTTTT 


720 


AGAACTCAAA 


ATTACTTATT 


AAATTTAAAG 


ATGACATTTT 


GGGTCATCAC 


ATTGATGAAA 


780 


ATTTTGACAT 


TAATATCTGA 


GAACITIUIT 


TGA 






813 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3046 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 
(B) CLONE: 246C 

(xi) DESCRIPTION DE LA 



SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 



GAGCTCGGCA AGGCTGACCA AAGTCACAGA AGCGATTGGA ATTCGCAGGA CAGACCATGC 60 

ACCTGCGCAC AAAATGTCGT AGGTGCGACA CACCAGAACC AGCACTGGGC AGCAGGTTTC 120 

AATTGCTCTG TGGCTCGTTT GAAACTCATC CGAGCCACTC ATGACCTCGT CCGAATATTT 180 

CAACAAGTCC ATAAACATAA TACGGACATA CTCGGGGTTT CACTTCACGT CAAACAACAT 24 0 

CAAAATTACA AATCACACCC CGATTCGAAC CTTGAGTTTT AAACTTTTCA ATTTGCAAAT 300 

CTCGTGCCAA AACATATTAA ATGAATCCGG AATGACTTCA AATTTATAAA TGACATAACG 360 

GAGTTGTTCA AATTTCCAGA ATCAGATTCT GCCTTTGATA TCAAAAAGTC AACCCCGTGA 420 

TCAAACTTGG AATTCTTTAG CCTTTAAATT GCTAGTTTTC GTTAAATGGT CATAACTTGA 480 

GCTATGGACC TCCAAATTAA ATTTCGGGCA TACGCTCAAA TCCCAATTAC GAATACGGAG 540 

CTACCGGACT GTCAAAATAC TGATCCGGGT CCGTTTGCTA AAAACGTTGA CCAAAGTCCA 600 

CTAAGTTGAG TTTTAAAACT TTATTTCACA TTTTAATCCA TTTTTTACAT GAAAACTTTC 660 

CGGAAAATAC GGAGTATGCA CGCAAGTCGA GGAATGATAA ATGGTACGTT TCGAAGTTTT 720 

AGAACTCAAA ATTACTTATT AAATTTAAAG ATGACATTTT GGGTCATCAC ATTGATGAAA 78O 

ATTTTGACAT TAATATCTGA GAACTTTCTT TGACCTTTTT CGATTCTAAT CCAATCAATT 840 

CAACAGTGTA AGGTGAAGCA GTCAATTTAA AGGAAGGCCT TTAAATTCTA AAATATTGTA 900 

CTTTTCCTGC GCTTCTAAAA GTGAACGACA AAGAAAAAAT AGTTATTCTT GAACTTAATA 96O 

TTGTACAATA GGATAAATTT TAACTATCTA TAAAAAGAGA ACAAAACCTT AATCTCTTCA 1020 

AAATAATATT ATAAGAAGTA ACATAATTGT CAAATGAAAT ACACATAAGA AGCACATAAA 1080 

TTTAAATGCC GTATTAAACT TACAGTATAC TATAGCGGAA GTTGGCTTGA TAAAGGAACG 1140 

CTGAGGAGAG TAGCCGATGG TGAAACACTA ACATCAAGTG CAAAAGAAAG AAAAACTGAA 1200 

AACAGAAGAT GAATGTTTGA AGTGGGTAAA AGATTACTTA AAAGATAGGT TTGGTTAACA 1260 

AATGATTGTG ACTGTTACGA AGCAGTGTGA ACCGTTGGGA CTTTTAATAT TCTTCGGCAG 1320 

AAGAACATTG CTCTTTCCAC GTATGTAGTC TTTGTCTACT TGTAGTTTTT TTTAATTTAA I38O 

ATTAAATAAG TTAATTAGAG AAATAATAAG AAGGATATTT TAGTAATTCA ACTTTTAACT 1440 

TTTAGGTTTC CCACTTATAA TATAATATAG ATATAGTTTT TTTTAATTTA AATTAAATAA 1500 

GTTAATTAGA GAAATAATAA GAAGGATATT TTAGTAATTC AACTTTTAAC TTTTAGGGTT I56O 

TCCACTTATA ATATAATATA GATATAGATA TAGATATAGA TATAGATAAA GATATATAGA 1620 

TATAGATAGA TAATATAGAT GGATGAGTCA TTGGCGATAA AGTGAGGATT GTTTCATTTT 1680 

TGTTATTAAA AACTTACTAC TCCTTAAATA TAAAATATGA TTCCTTTTAA AAAAGAAATA 1740 

GAATAAAAAT AAAGATAAAA CACTAAAAAT AAATTAATTG TCTAGACAAA ATCTACCGTT 1800 

CACCTCAATT AATACACATC CCCGTCCACA TCATGAAGTA GCTAGCACAA GCGTACAGAT i860 

CAGTTGAAAG AAGAAAAGGG TCCAGTCCTA AATATCCAAA TGTTCATGAA AGGAGGACAA 1920 

CTTAGTTTTT TCTACTAGAA AGAATATTTT GACGAATTTC GTTCACATTG GC^.TGCTTTA I98O 

ATTATATTAA GTAGTCTTTC TTGGAAAAGA AGTATTTGCA ATATCAAACC AAATCTTCCC 2040 

ATTACGCAAG CAATGACATC TAAGCAAATA TATATCACTA TAAATAGTAC TACTAATGTT 2100 

CAATGACTTT TATAAGCACT ACATATATAT ACTCAAACAA AAAGAATGGA GAGCAACAAC 2160 

GTGGTTCTGC TAGATTTCTG GCCAAGCTCT TTTGGTATGA GGCTAAGAAT TGCATTGGCC 2220 

TTAAAGGGAA TCAAATATGA AGCAAAGGAG GAAAACTTAT CTGATAAAAG CCCTTTGCTT 2280 
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CTGGAGATGA ACCCTGTTCA CAAAAAGATC CCTATTTTGA TTCACAATAG TAAAGCCATT 2340 

TGTGAGTCTC TAAACATTCT TGAGTACATT GATGAAGTCT GGCATGACAA ATGTCCATTA 2400 

CTTCCTTCTG ATCCTTACGA AAGGTCACAA GCCAGATTCT GGGCCGACTA TATTGACAAG 2460 

AAGGTAATAA ACATCTCACA AAGACTTAAC AGTCAATGTA ACATGACCTT TACTAAGTTC 2520 

ATCTTGTGTA GTTTCACCGA GCTGTTTAAG GTCGTCGTAC ATTTGAATAT TAGGTGTTTC 2580 

ACATTTGAAT TTTTTTATCC CCTTGTTAGA ATTCCTGATT CTGTCAATAC TTATGGACGT 2640 

TGGTTTAATG CAGATATATA GCACAGGAAG AAGAGTGTGG AGCGGTAAAG GTGAAGATCA 2700 

AGAAGAAGCA AAGAAGGAAT TCATAGAAAT ACTCAAGACT TTGGAAGGAG AGCTTGGAAA 2760 

TAAAACTTAC TTTGGTGGTG ATAATCTGGG TTTTGTGGAT GTGGCTTTGG TTCCCTTTAC 2820 

TAGTTGGTTT TATTCTTATG AGACTTGTGC AAACTTTAGT ATAGAAGCAG AGTGTCCAAA 2880 

GCTGGTGGTA TGGGCAAAAA CATGTATGGA GAGCGAGAGT GTCTCAAAGT CCCTTCCTCA 2940 

TCCTCACAAG ATCTATGGTT TTGTCTTGGA ACTCAAGCAC AAGCTTGGTC TTGCTTGAAC 3000 

AAGAAACACT TCTTACCTAC TGCAGAAACC AATCATGTCC TTCGTC 3046 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 809 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuclelque 

(C) NOHBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linealre 



(11) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomlque) 



(111) HYPOTHETIQUE: NON 



(xl) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 



ACGTATGTAG TCTTTGTCTA CTTGTAGTTT TTTTTAATTT AAATTAAATA AGTTAATTAG 60 

AGAAATAATA AGAAGGATAT TTTAGTAATT CAACTTTTAA CTTTTAGGTT TCCCACTTAT 120 

AATATAATAT AGATATAGTT TTTTTTAATT TAAATTAAAT AAGTTAATTA GAGAAATAAT 180 

AAGAAGGATA TTTTAGTAAT TCAACTTTTA ACTTTTAGGG TTTCCACTTA TAATATAATA 240 

TAGATATAGA TATAGATATA GATATAGATA AAAGATATAT AGATATAGAT AGATAATATA 300 

GATGGATGAG TCATTGGCGA TAAAGTGAGG ATGTTTCATT TTTGTTATTA AAAACTTACT 360 

ACTCCTTAAA TATAAAATAT GATTCCTTTT AAAAAAQAAA TAGAATAAAA ATAAAGATAA 420 

AACACTAAAA ATAAATTAAT TGTCTAGACA AAATCTACCG TTCACCTCAA TTAATACACA 480 

TCCCCGTCCA CATCATGAAG TAGCTAGCAC AAGCGTACAG ATCAGTTGAA AGAAGAAAAG 540 

GGTCCAGTCC TAAATATCCA AATGTTCATG AAAGGAGGAC AACTTAGTTT TTTCTACTAG 600 

AAAGAATATT TTGACGAATT TCGTTCACAT TGGCATGCTT TAATTTATTA AGTAGTCTTT 660 

CTTGGAAAAG AAGTATTTGC AATATCAAAC CAAATCTTCC CATTACGCAA GCAATGACAT 720 

CTAAGCAAAT ATATATCACT ATAAATAGTA CTACTAATGT TCAATGACTT TTATAAGCAC 780 

TACATATATA TTCTCAAACA AAAAGAATG 809 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 331 pair s de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(xl) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

ACGTATGTAG TCTTTGTCTA CTTGTAGTTT TTTTTAATTT AAATTAAATA AGTTAATTAG 60 

AGAAATAATA AGAAGGATAT TTTAGTAATT CAACTTTTAA CTTTTAGGTT TCCCACTTAT 120 

AATATAATAT AGATATAGTT TTTTTTAATT TAAATTAAAT AAGTTAATTA GAGAAATAAT 180 

AAGAAGGATA TTTTAGTAAT TCAACTTTTA ACTTTTAGGG TTTCCACTTA TAATATAATA 240 

TAGATATAGA TATAGATATA GATATAGATA AAAGATATAT AGATATAGAT AGATAATATA 300 

GATGGATGAG TCATTGGCGA TAAAGTGAGG A 33 1 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31*4 palres de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

TGTTTCATTT TTGTTATTAA AAACTTACTA CTCCTTAAAT ATAAAATATG ATTCCTTTTA 60 

AAAAAGAAAT AGAATAAAAA TAAAGATAAA ACACTAAAAA TAAATTAATT GTCTAGACAA 120 

AATCTACCGT TCACCTCAAT TAATACACAT CCCCGTCCAC ATCATGAAGT AGCTAGCACA 180 

AGCGTACAGA TCAGTTGAAA GAAGAAAAGG GTCCAGTCCT AAATATCCAA ATGTTCATGA 2*»0 

AAGGAGGACA ACTTAGTTTT TTCTACTAGA AAGAATATTT TGACGAATTT CGTTCACATT 300 

GGCATGCTTT AATT 314 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: l6l paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOHBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

TATTAAGTAG TCTTTCTTGG AAAAGAAGTA TTTGCAATAT CAAACCAAAT CTTCCCATTA 60 
CGCAAGCAAT GACATCTAAG CAAATATATA TCACTATAAA TAGTACTACT AATGTTCAAT 120 
GACTTTTATA AGCACTACAT ATATATTCTC AAACAAAAAG A l6l 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 307 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

CTTTTAATAT TCTTCGGCAG AAGAACATTG CTCTTTCCAC GTATGTAGTC TTTGTCTACT 60 

TGTAGTTTTT TTTAATTTAA ATTAAATAAG TTAATTAGAG AAATAATAAG AAGGATATTT 120 

TAGTAATTCA ACTTTTAACT TTTAGGTTTC CCACTTATAA TATAATATAG ATATAGTTTT 180 

TTTTAATTTA AATTAAATAA GTTAATTAGA GAAATAATAA GAAGGATATT TTAGTAATTC 2*10 

AACTTTTAAC TTTTAGGGTT TCCACTTATA ATATAATATA GATATAGATA TAGATATAGA 300 

TATAGAT * 307 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 538 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(xl) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 



AAAGATATAT AGATATAGAT AGATAATATA GATGGATGAG TCATTGGCGA TAAAGTGAGG 60 

ATTGTTTCAT TTTTGTTATT AAAAACTTAC TACTCCTTAA ATATAAAATA TGATTCCTTT 120 

TAAAAAAGAA ATAGAATAAA AATAAAGATA AAACACTAAA AATAAATTAA TTGTCTAGAC 180 

AAAATCTACC GTTCACCTCA ATTAATACAC ATCCCCGTCC ACATCATGAA GTAGCTAGCA 240 

CAAGCGTACA GATCAGTTGA AAGAAGAAAA GGGTCCAGTC CTAAATATCC AAATGTTCAT 300 

GAAAGGAGGA CAACTTAGTT TTTTCTACTA GAAAGAATAT TTTGACGAAT TTCGTTCACA 360 

TTGGCATGCT TTAATTATAT TAAGTAGTCT TTCTTGGAAA AGAAGTATTT GCAATATCAA 420 

ACCAAATCTT CCCATTACGC AAGCAATGAC ATCTAAGCAA ATATATATCA CTATAAATAG 480 

TACTACTAAT GTTCAATGAC TTTTATAAGC ACTACATATA TATACTCAAA CAAAAAGA 538 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 4284 pal res de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 



AAGCTTGGCA 


AGGCTGACCA 


AAGTCACAGA 


AGCGATTGGA 


ATTCGCAGGA 


CAGACCATGC 


60 


ACCTGCGCAC 


AAAATGTCGT 


AGGTGCGACA 


CACCAGAACC 


AGCACTGGGC 


AGCAGGTTTC 


120 


AATTGCTCTG 


TGGCTCGTTT 


GAAACTCATC 


CGAGCCACTC 


ATGACCTCGT 


CCGAATATTT 


180 


CAACAAGTCC 


ATAAACATAA 


TACGGACATA 


CTCGGGGTTT 


CACTTCACGT 


CAAACAACAT 


240 


CAAAATTACA 


AATCACACCC 


CGATTCGAAC 


CTTGAGTTTT 


AAACTTTTCA 


ATTTGCAAAT 


300 


CTCGTGCCAA 


AACATATTAA 


ATGAATCCGG 


AATGACTTCA 


AATTTATAAA 


TGACATAACG 


360 


GAGTTGTTCA 


AATTTCCAGA 


ATCAGATTCT 


GCCTTTGATA 


TCAAAAAGTC 


AACCCCGTGA 


420 


TCAAACTTGG 


AATTCTTTAG 


CCTTTAAATT 


GCTAGTTTTC 


GTTAAATGGT 


CATAACTTGA 


480 


GCTATGGACC 


TCCAAATTAA 


ATTTCGGGCA 


TACGCTCAAA 


TCCCAATTAC 


GAATACGGAG 


540 


CTACCGGACT 


GTCAAAATAC 


TGATCCGGGT 


CCGTTTGCTA 


AAAACGTTGA 


CCAAAGTCCA 


600 


CTAAGTTGAG 


TTTTAAAACT 


TTATTTCACA 


TTTTAATCCA 


TITITI'ACAT 


GAAAACTTTC 


660 


CGGAAAATAC 


GGAGTATGCA 


CGCAAGTCGA 


GGAATGATAA 


ATGGTACGTT 


TCGAAGTTTT 


720 


AGAACTCAAA 


ATTACTTATT 


AAATTTAAAG 


ATGACATTTT 


GGGTCATCAC 


ATTGATGAAA 


780 


ATTTTGACAT 


TAATATCTGA 


GAACTTTCTT 


TGACCTTTTT 


CGATTCTAAT 


CCAATCAATT 


840 


CAACAGTGTA 


AGGTGAAGCA 


GTCAATTTAA 


AGGAAGGCCT 


TTAAATTCTA 


AAATATTGTA 


900 
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CTTTTCCTGC GCTTCTAAAA GTGAACGACA AAGAAAAAAT AGTTATTCTT GAACTTAATA 9 60 

TTGTACAATA GGATAAATTT TAACTATCTA TAAAAAGAGA ACAAAACCTT AATCTCTTCA 1020 

AAATAATATT ATAAGAAGTA ACATAATTGT CAAATGAAAT ACACATAAGA AGCACATAAA 1080 

TTTAAATCCC GTATTAAACT TACAGTATAC TATAGCGGAA GTTGGCTTGA TAAAGGAACG 1140 

CTGAGGAGAG TAGCCGATGG TGAAACACTA ACATCAAGTG CAAAAGAAAG AAAAACTGAA 1200 

AACAGAAGAT GAATGTTTGA AGTGGGTAAA AGATTACTTA AAAGATAGGT TTGGTTAACA 1260 

AATGATTGTG ACTGTTACGA AGCAGTGTGA ACCGTTGGGA CTTTTAATAT TCTTCGGCAG 1320 

AAGAACATTG CTCTTTCCAC GTATGTAGTC TTTGTCTACT TGTAGTTTTT TTTAATTTAA 138O 

ATTAAATAAG TTAATTAGAG AAATAATAAG AAGGATATTT TAGTAATTCA ACTTTTAACT l^UO 

TTTAGGTTTC CCACTTATAA TATAATATAG ATATAGTTTT TTTTAATTTA AATTAAATAA 1500 

GTTAATTAGA GAAATAATAA GAAGGATATT TTAGTAATTC AACTTTTAAC TTTTAGGGTT I56O 

TCCACTTATA ATATAATATA GATATAGATA TAGATATAGA TATAGATAAA GATATATAGA 1620 

TATAGATAGA TAATATAGAT GGATGAGTCA TTGGCGATAA AGTGAGGATT GTTTCATTTT 1680 

TGTTATTAAA AACTTACTAC TCCTTAAATA TAAAATATGA TTCCTTTTAA AAAAGAAATA 1740 

GAATAAAAAT AAAGATAAAA CACTAAAAAT AAATTAATTG TCTAGACAAA ATCTACCGTT 1800 

CACCTCAATT AATACACATC CCCGTCCACA TCATGAAGTA GCTAGCACAA GCGTACAGAT i860 

CAGTTGAAAG AAGAAAAGGG TCCAGTCCTA AATATCCAAA TGTTCATGAA AGGAGGACAA 1920 

CTTAGnTTT TCTACTAGAA AGAATATTTT GACGAATTTC GTTCACATTG GCATGCTTTA I98O 

ATTATATTAA GTAGTCTTTC TTGGAAAAGA AGTATTTGCA ATATCAAACC AAATCTTCCC 2040 

ATTACGCAAG CAATGACATC TAAGCAAATA TATATCACTA TAAATAGTAC TACTAATGTT 2100 

CAATGACTTT TATAAGCACT ACATATATAT ACTCAAACAA AAAGAATGGA GAGCAACAAC 2160 

GTGGTICTGC TAGATTTCTG GGGGTACGGT CAGTCCCTTA TGTTACGTCC* TGTAGAAACC 2220 

CCAACCCGTG AAATCAAAAA ACTCGACGGC CTGTGGGCAT TCAGTCTGGA TCGCGAAAAC 2280 

TGTGGAATTG ATCAGCGTTG GTGGGAAAGC GCGTTACAAG AAAGCCGGGC AATTGCTGTC 2340 

CCAGGCAGTT TTAACGATCA GTTCGCCGAT GCAGATATTC GTAATTATGC GGGCAACGTC 2400 

TGGTATCAGC GCGAAGTCTT TATACCGAAA GGTTGGGCAG GCCAGCGTAT CGTGCTGCGT 2460 

TTCGATGCGG TCACTCATTA CGGCAAAGTG TGGGTCAATA ATCAGGAAGT GATGGAGCAT 2520 

CAGGGCGGCT ATACGCCATT TGAAGCCGAT GTCACGCCGT ATGTTATTGC CGGGAAAAGT 2580 

GTACGTATCA CCGTTTGTGT GAACAACGAA CTGAACTGGC AGACTATCCC GCCGGGAATG 2640 

GTGATTACCG ACGAAAACGG CAAGAAAAAG CAGTCTTACT TCCATGATTT CTTTAACTAT 2700 

GCCGGAATCC ATCGCAGCGT AATGCTCTAC ACCACGCCGA ACACCTGGGT GGACGATATC 27 60 

ACCGTGGTGA CGCATGTCGC GCAAGACTGT AACCACGCGT CTGTTGACTG GCAGGTGGTG 2820 

GCCAATGGTG ATGTCAGCGT TGAACTGCGT GATGCGGATC AACAGGTGGT TGCAACTGGA 2880 

CAAGGCACTA GCGGCACTTT GCAAGTGGTG AATCCGCACC TCTGGCAACC GGGTGAAGGT 2940 

TATCTCTATG AACTGTGCGT CACAGCCAAA AGCCAGACAG AGTGTGATAT CTACCCGCTT 3000 

CGCGTCGGCA TCCGGTCAGT GGCAGTGAAG GGCGAACAGT TCCTGATTAA CCACAAACCG 3060 

TTCTACTTTA CTGGCTTTGG TCGTCATGAA GATGCGGACT TACGTGGCAA AGGATTCGAT 3120 

AACGTGCTGA TGGTGCACGA CCACGCATTA ATGGACTGGA TTGGGGCCAA CTCCTACCGT 3180 

ACCTCGCATT ACCCTTACGC TGAAGAGATG CTCGACTGGG CAGATGAACA TGGCATCGTG 3240 

GTGATTGATG AAACTGCTGC TGTCGGCTTT AACCTCTCTT TAGGCATTGG TTTCGAAGCG 3300 

GGCAACAAGC CGAAAGAACT GTACAGCGAA GAGGCAGTCA ACGGCGAAAC TCAGCAAGCG 3360 

CACTTACAGG CGATTAAAGA GCTGATAGCG CGTGACAAAA ACCACCCAAG CGTGGTGATG 3420 

TGGAGTATTG CCAACGAACC GGATACCCGT CCGCAAGTGC ACGGGAATAT TTCGCCACTG 3480 

GCGGAAGCAA CGCGTAAACT CGACCCGACG CGTCCGATCA CCTGCGTCAA TGTAATGTTC 3540 

TGCGACGCTC ACACCGATAC CATCAGCGAT CTCTTTGATG TGCTGTGCCT GAACCGTTAT 36OO 

TACGGATGGT ATGTCCAAAG CGGCGATTTG GAAACGGCAG AGAAGGTACT GGAAAAAGAA 366O 
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CTTCTGGCCT GGCAGGAGAA ACTGCATCAG CCGATTATCA TCACCGAATA CGGCGTGGAT 3720 

ACGTTAGCCG GGCTGCACTC AATGTACACC GACATGTGGA GTGAAGAGTA TCAGTGTGCA 3780 

TGGCTGGATA TGTATCACCG CGTICTTTGAT CGCGTCAGCG CCGTCGTCGG TGAACAGGTA 3840 

TGGAATTTCG CCGATTTTGC GACCTCGCAA GGCATATTGC GCGTTGGCGG TAACAAGAAA 3900 

GGGATCTTCA CTCGDCGACC GCAAACCGAA GTCGGCGGCT TTTCTGCTGC AAAAACGCTG 396O 

GACTGGCATG AACTTCGGTTG AAAAACCGCA GCAGGGAGGC AAACAATGAG AGCTCGAATT 4020 

TCCCCGATCG TTCAAACATT TGGCAATAAA GTTTCTTAAG ATTGAATCCT GTTGCCGGTC 4080 

TTGCGATGAT TATCATATAA TTTCTGTTGA ATTACCITAA GCATGTAATA ATTAACATGT 4l40 

AATGCATGAC GTTATTTATG AGATGGGTTT TTATGATTAG AGTCCCGCAA TTATACATTT 4200 

AATACGCGAT AGAAAACAAA ATATAGCGCG CAAACTAGGA TAAATTATCG CGCGCGGTGT 4260 

CATCTATGTT ACTAGATCGA ATTC 4284 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 58 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NONBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire ^ 
(11) TYPE DE MOLECULE: ADN (gtoomique) * 

(ill) HYPOTHETIQUE: NON 
(xl) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: " * 

ACTACTAATG TTCAATQACT TTTATAAGCA CTACATATAT ATACTCAAAC AAAAAGAG 58 * 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: I863 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 

AAGCTTGCAC GACACACTTG TCTACTCCAA AAATATCAAA GATACAGTCC TCAGAAGACC 60 

AAAGGGCCAA TTGAGACTTT TCAACAAAGG GTAATATCCG GAAACCTCCT CGGATTCCAT 120 

TGCCCAGCTA TCTGTCACTT TATTGTGAAG ATAGTGGAAA AGGAAGGTGG CTCCTACAAA 180 

TGCCATCATT GCGATAAAGG AAAGGCCATC GTTGAAGATG CCTCTGCCGA CAGTGGTCCC 240 
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AAAGATGGAC CCCCACCCAC GAGGAGCATC GTGGAAAAAG AAGACGTTCC AACCACGTCT 300 

TCAAAGCAAG TGGATTGATG TGATATCTCC ACTGACGTAA GGGATGACGC ACAATCCCAC 36O 

TATCCTTCGC AAGACCCTTC CTCTATATAA GGAAGTTCAT TTCATTTGGA GAGAACACGG 1*20 

GGGACTCTAG AGGATCCATG AGGCGAACTT CTAAATTGAC TACTTTTTCT TTGCTGnTTT 480 

CTCTGGrrrrr gctgagtgct gccttggcac agaattgtgg ttcacagggc ggaggcaaag 540 

TTTGrTGCGTC GGGACAATGT TGCAGCAAAT TCGGGTGGTG CGGTAACACT AATGACCATT 600 

GTGGTTCTGG CAATTGTCAA AGTCAGTGTC CAGGTGGCGG CCCTGCTCCT GGTCCTGTTA 660 

CTGGTGGGGA CCTCGGAAGC GTCATCTCAA ATTCTATGTT TGATCAAATG CTTAAGCATC 720 

GTAACGAAAA TTCTTGTCAA GGAAAGAATA ATTTCTACAG TTACAATGCC TTTATTACTG 780 

CTGCTAGGTC TTTTCCTGGC TTTGGTACAA GTGGTGATAT CAATGCCCGT AAAAGGGAAA 840 

TTGCTGCTTT CTTTGCCCAA ACCTCCCATG AAACTACTGG TATGTGTATA ACCATTCACA 900 

TCGAACCATT AAAATATAAT TTCATTTTAT TTTATTTAGT AATTGATTAT ATATGTAGGA 960 

GGATGGCCTT CCGCACCTGA TGGACCATTC GCATGGGGTT ACTGTITTCCT TAGAGAACGA 1020 

GGTAACCCCG GTGACTACTG TTCACCAAGT AGTCAATGGC CTTGTGCACC TGGAAGGAAA 1080 

TATTTCGGAC GAGGCCCAAT CCAAATTTCA CAGTAAGCTA CATAAATCTA TATATGGTAA 1140 

AATTTGATGA ACTTGTAGTG TCTAATTACG TGTATTTTGA CATTTCAAAA CAGCAACTAC 1200 

AACTATGGGC CATGTGGAAG AGCCATCGGA GTGGACCTTT TAAACAATCC TGATTTAGTA 1260 

GCCACAGACC CAGTTCATCTC ATTCAAGACT GCTATCTGGT TCTGGATGAC CCCTCAATCA 1320 

CCAAAGCCTT CTTGCCACGA TGTCATCATT GGAAGATGGA ACCCATCTGC CGGTGACCGA 1380 

TCAGCCAATC GTCTTCCTGG ATTTGGrrGTC ATCACAAACA TCATCAATGG GGGCCTGGAA 1440 

TGTGGTCGTG GCAATGACAA TAGGGTCCAG GATCGCATTG GGTTTTACAG GAGGTATTGC 1500 

GGTATTCTTG GTGTTAGTCC TGGTGACAAT CTTGATTGCG GAAACCAGAC ATCTTTTGGA I56O 

AACGGACTTT TAGTCGATAC TATGTAATGA GCTCGAATTT CCCCGATCGT TCAAACATTT 1620 

GGCAATAAAG TTTCTTAAGA TTGAATCCTG TTGCCGGTCT TGCGATGATT ATCATATAAT 1680 

TTCTGTTGAA TTACGTTAAG CATGTAATAA TTAACATGTA ATGCATGACG TTATTTATGA 1740 

GATGGGTnT TATGATTAGA GTCCCGCAAT TATACATTTA ATACGCGATA GAAAACAAAA 1800 

TATAGCGCGC AAACTAGGAT AAATTATCGC GCGCGGTGTC ATCTATGTTA CTAGATCGAA i860 

™ 1863 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linfealre 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 

GAANNGAANN TTCNNTTC 18 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 pal res de bas s 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineal re 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETTQUE: NON 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
TTCNNTTCNN GAANNGAA 18 



BNSOOCID: <WO 9421793A1> 



WO 94/21793 




PCT/FR94/00316 



66 



REVENDICATIONS 

1 Promoteur vegetal, caracterise en ce qu'il comprend la sequence (B) 
[SEQ ID NO : *t] ci-apres : 





TCAAATGAAA 


TACACATAAG 


AAGCACATAA 


ATTTAAATGC 


CGTATTAAAC 


TTACAGTATA 


60 


5 


CTATAGCGGA 


AGTTGGCTTG 


ATAAAGGAAC 


GCTGAGGAGA 


GTAGCCGATG 


GTGAAACACT 


120 




AACATCAAGT 


GCAAAAGAAA 


GAAAAACTGA 


AAACAGAAGA 


TGAATGTTTG 


AAGTGGGTAA 


180 




AAGATTACTT 


AAAAGATAGG 


TTTGGTTAAC 


AAATGATTGT 


GACTGTTACG 


AAGCAGTGTG 


2^0 




AACCGTTGGG 


ACTTTTAATA 


'ITCl'ICGGCA 


GAAGAACATT 


GCTCTTTCCA 


CGTATGTAGT 


300 




CTTTGTCTAC 


TTGTAGTTTT 


TTTTAATTTA 


AATTAAATAA 


GTTAATTAGA 


GAAATAATAA 


360 


10 


GAAGGATATT 


TTAGTAATTC 


AACTTTTAAC 


TTTTAGGTTT 


CCCACTTATA 


ATATAATATA 


420 




GATATAGTTT 


irinAATTT 


AAATTAAATA 


AGTTAATTAG 


AGAAATAATA 


AGAAGGATAT 


480 




TTTAGTAATT 


CAACTTTTAA 


CTnTAGGGT 


TTCCACTTAT 


AATATAATAT 


AGATATAGAT 






ATAGATATAG 
ATTGGCGATA 


ATATAGATAA 
AAGTGAGGAT 


AGATATATAG 


ATATAGATAG 


ATAATATAGA 


TGGATGAGTTC 

a xjru>n x unw x w 






TGTTTCATTT 


riXJlTATTAA 


AAACTTACTA 


CTCCTTAAAT 


660 


15 


ATAAAATATG 


ATTCCTTTTA 


AAAAAGAAAT 


AGAATAAAAA 
TCACCTCAAT 


TAAAGATAAA 


ACACTAAAAA 


720 




TAAATTAATT 


GTCTAGACAA 


AATCTACCGT 


TAATACACAT 


CCCCGTCCAC 


780 




ATCATGAAGT 


AGCTAGCACA 


AGCGTACAQA 


TCAGTTGAAA 


GAAGAAAAGG 


GTCCAGTCCT 


840 




AAATATCCAA 


ATGTTCATGA 


AAGGAGGACA 


ACTTAGTTTT 


TTCTACTAGA 


AAGAATATTT 


900 




TGACGAATTT 


CGTTCACATT 


GGCATGCTTT 


AATTATATTA 


AGTAurciTr 


CTTGGAAAAG 


960 


20 


AAGTATTTGC 


AATATCAAAC 


CAAATCTTCC 


CATTACGCAA 


GCAATGACAT 


CTAAGCAAAT 


1020 




ATATATCACT 


ATAAATAGTA 


CTACTAATGT 


TCAATGACTT 


TTATAAGCAC 


TACATATATA 


1080 




TACTCAAACA 


AAAAGA 










1096 




ou une sequence presentant un degre d'homologie elevee avec la 


sequence 



(B). 

25 

2. Promoteur selon la revendication 1 # caract6ris£e en ce qu'il 
comprend en amont de la sequence (B), la sequence (C) [SEQ ID NO : 5] ci- 
apr6s : 

CCTTTTTCGA TTCTAATCCA ATCAATTCAA CAGTGTAAGG TGAAGCAGTC AATTTAAAGG 60 

30 AAGGCCTTTA AATTCTAAAA TATTGTACTT TTCCTGCGCT TCTAAAAGTG AACGACAAAG 120 

AAAAAATAGT TATTCTTGAA CTTAATATTG TACAATAGGA TAAATTTTAA CTATCTATAA 180 

AAAGAGAACA AAACCTTAAT CTCTTCAAAA TAATATTATA AGAAGTAACA TAATTG 236 
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ou une sequence presentant un degr§ d'homologie eleve avec la sequence 
(C). 

3. Promoteur selon I'une des revendications 1 ou 2, caract6ris£e en ce 



5 qu'il comprend en amont de la sequence (B), la sequence (D) [SEQ ID NO : 
6] ci-apr&s : 





GAGCTCGGCA 


AGGCTGACCA 


AAGTCACAGA 


AGCGATTGGA 


ATTCGCAGGA 


CAGACCATGC 


60 




ACCTGCGCAC 


AAAATGTCGT 


AGGTGCGACA 


CACCAGAACC 


AGCACTGGGC 


AGCAGfill'lC 


120 




AATTGCTCTG 


TGGCTCGTTT 


GAAACTCATC 


CGAGCCACTC 


ATGACCTCGT 


CCGAATATTT 


180 


10 


CAACAAGTCC 


ATAAACATAA 


TACGGACATA 


CTCGGGGTTT 


CACTTCACGT 


CAAACAACAT 


240 




CAAAATTACA 


AATCACACCC 


CGATTCGAAC 


CTTGAGTTTT 


AAACTCTTCA 


ATTTGCAAAT 


300 




CTCGTGCCAA 


AACATATTAA 


ATGAATCCGG 


AATGACTTCA 


AATTTATAAA 


TGACATAACG 


360 




GAGTTGTTCA 


AATTTCCAGA 


ATCAGATTCT 


GCCTTTQATA 


TCAAAAAGTC 


AACCCCGTGA 


420 




TCAAACTTGG 


AATTCTTTAG 


CCTTTAAATT 


GCTAGTTITC 


GTTAAATGGT 


CATAACTTGA 


480 


15 


GCTATGQACC 


TCCAAATTAA 


ATTTCGGGCA 


TACGCTCAAA 


TCCCAATTAC 


GAATACGGAG 


540 




CTACCGGACT 


GTCAAAATAC 


TGATCCGGGT 


CCGTTTGCTA 


AAAA08TTGA 


CCAAAGTCCA 


600 




CTAAGTTGAQ 


TTTTAAAACT 


TTATTTCACA 


TTTTAATCCA 


ITrm'ACAT 


GAAAACTTTC 


660 




CGGAAAATAC 


GGAGTATGCA 


CGCAAGTCGA 


GOAATGATAA 


ATGGTACGTT 


TCGAAGTTTT 


720 




AGAACTCAAA 


ATTACTTATT 


AAATTTAAAG 


ATGACATTTT 


GGGTCATCAC 


ATTGATGAAA 


780 


20 


ATTTTGACAT 


TAATATCTGA 


GAACTTTCTT 


TQA 






813 



ou une sequence pr&sentant un degr6 d'homologie avec la sequence (D). 

4. Utilisation d'un promoteur selon I 1 une quelcpnque des 
revendications 1 & 3» pour obtenir en situation de stress, la 
25 surexpression dans un v6g6tal d'une prot&Lne d'int£rgt , cette proteine 
pouvant £tre destin§e & aider les v6g6taux & surmonter un 6tat de stress. 

5* Cellules v6g6tales ou cellules de microorganismes ayant int6gr6 une 
unit6 d' expression d'une protfeine comprenant le promoteur v£g6tal selon 
30 l'une quelconque des revendications 1 a 3. 

6. V6g6tal ou partie de v£g6tal, caract6ris£ en ce qu'il comprend des 
cellules vgg&tales selon la revendication 5* 
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AlignsiEnt du prcmoteur du gene par (Takahashi, ftroc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 87 , 8013, ligne du haut) et de la partie carxespcndante dj prcro- 
teur du gene 246 C (ligne du bas) 



1 ACGTATGTAGTC 12 

lillillllll! 

1301 OTlTrA ATAri U I'l'CGGCAGAAGAAC AU ' ltJC ' lVlTlC CACGTATGTAGTC 1350 

• • • » • 

13 IT l U lU rA LTlUI'A LiTlUlTlTrA ATTTAAATrAAATAAGflTAATTAGAO 62 

llllllllilllllllllliilliillllllllllllilllllllllll! 
1351 I Tl U IX/ ' r ACTTGTA tj ' lTlTlTlT AATTrAAATTAAATAAGTrMTTA^ 1400 

• • • • • 

63 AAATMTMG^CKlATATTITAGTAATTCAACTTTTMCTllTAGGTTrC 112 

lllllllllllllllllllllillilllllllllllllllllllllllll 
1401 AAATAATAAGAAGGATATTTTAGTMTTCM LTlTrMCTlTrA G UTri ' C 1450 

• • • • - • 

113 CCACTrATAATATAATATAGWTATAGTTTTTTTTAATTTAAATTAAATAA 162 

tllllllllllllllllllllllllllllllllMIIIIIIIIIIIIIII 
1451 CCACTrATAATATAATATAGATATA UTmiTlTA ATTTAAATTAAATAA 1500 

• • • • • 

163 GTTMTTAGAGAAATMTMGAAGGATATITrAGTAATTCAACTTTTAAC 212 

IIMIUIIIIIIII1IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 

1501 GTITAATrAQAGAAATAATAAaAAGaATATITrAGTAATTCAACTTTTAAC I55O 

• • • • • 

213 TTTrAGGGTTTCCACTTATAATATAATATAGATATAGATATAGATATAGA 262 

llttlliilllllllllllllllllllllllllllllillllllllllll 
1551 TTITAGQGTTrcCACTTATAATATAATATAGATATAGATATAGATATAGA 1600 

• • • • • 

263 -TATAGATAAAAGATATATAGATATAGATAGATAATATAGATQGATGAGTC 312 

lllllll lllllllitlllllililllllllllilllllllllllllii 
1601 TATAQAT . AAAQATATATAQATATAGATAGATAATATAGATGGATGAGTC 1649 

• • • • * 

313 ATTGGC OATAAAGTGAGGA . TGTrTCATTTTTQTTATTAAAAACTTACTA 36I 

llllllllllllllllll! IIIIIHIIIMIillllllllllllllll 

1650 ATTGOCGATAAAGTGAGG AnumXjAlTlTlXi ' m TTAAAM 1699 

• • • • • 

362 CTCCTTAAATATAAAATATGATTCCTITTTAAAAAAGAAATAaAATAAAAA 4ll 

llllllilMIIIIIIIIIIIIIIIIIIINIIIiillllllllllllll 

1700 CTCCTTAAATATAAAATATGATTCCTTTTAAAAAAGAAATAGAATAAAAA 1749 

• • • • • 

412 TAAAGATAAAACACTAAAMTAMTTMTTGTCTAGACAAAATCTACCGr 46l 

iimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiimiimiimiiiiii 

1750 TAMGATAAAACACTAAAMTAAATTAATTGTCTAGACAAAATCTACCGT 1799 
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462 TCACCTCAATTAATACACATCCCCGTCCACATCATGAAGTAGCTAGCACA 511 

llllillllllllllillllllllllllllllllliillllltlllllll 
1800 TCACCTCAATTAATACACATCCCCGTCCACATCATGAAGTAGCTAGCACA 1849 

• • • • • 

512 AGCGTTACAGATCAGTIXSAMGMGAAAAGGGrrcCAGrrcCTAAATATCCAA 561 

llllllllllllillllllllllllilllltllllllillllllllllll 
1850 AGCGTACAGATCACnTGAAAG^GAAAAGGGTCCAGTCCTAAATATCCAA 1899 

• • • • • 

562 ATGTTCATGAAAGGAGGACMCTTALTmTlXJrACTAGAAAOAATATTT 611 

lltllllllllllilllllllllillllllllllllllllllllllllll 
1900 ATGTTCATGAAAGGAGGACMCTrAGTTrrriCTACTAGAAAGAATATTT 1949 

• • • • • 

612 TGACGAATTTCGTTCACATTGGCATGCTTTAATT . TATTAAGTAGTCTTT 660 

llllllllllllllllillllllillllllllll lllillllllillll 
1950 TGPfcG&TTrCGTTCACATTGGCkTGCrrrrAKrTAXKrrAAGRAGrCHTT 1999 

• • • • • 

661 CTrGGAAAAGAAGTATTTGCAATATCAAACCAMTCTTCCCATTACGCAA 710 

llllllllllilllllllllllllllllllllllllllllllllllllll 
2000 CTrGGAAAAG^GrrATTTGCMTATCAMCCAAATCTTCCCATTACGCAA 2049 

• • • • • 

711" GCAATGACATCTAAGCAAATATATATCACTATAAATAGTACTACTAATGT 76O 

linillilllllllllllllllllilllllillllllllllllttilll 
2050 GCAATGACATCTAAGCAAATATATATCACTATAAATAGTACTACTAATGT 2099 

• « • • 

761 TCAATGACTTTrATAAGCACTACATATATATTCTCAAACAAAAAGA 806 

llllllllllllllllllltlllllilNII llllllllllllll 
2100 TCAATGACTTTTATAAGCACTACATATATATACTCAAACAAAAAGA 2145 



FIG.2 (suite) 
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FIG. 3 



Diff6rents vecteurs d * expression testes 
comportent par rapport au plasmide pleine 
longueur pSG 123 une d§16tion variable de 
la partie 5' du promoteur, compt£e h pertir 
du site d'initiation de la transcripti n. 
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